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Les contraintes environnementales sont les facteurs majeurs limitant de I’agriculture et de la
productivité des plantes (Chaves et al., 2002). En plus des stress biotiques, il existe une variété
de stress abiotiques dont la salinité¢ est considérée comme un facteur majeur limitant du
développement des plantes (Cramer et al., 1988 ; Belkhodja, 1996 ; Munns et Tester, 2008 ;
Krasensky et Jonak, 2012) en réduisant la disponibilité de 1’eau, ce qui provoque une
déshydratation ou un stress osmotique induisant la fermeture des stomates et, par conséquence, la
capacité biochimique de I’assimilation et 'utilisation du carbone est réduite, ceci mene a la
limitation des capacités photosynthétiques affectant la croissance des plantes (Agastian et al.,
2000 ; Karpe et al., 2012). La salinité modifie aussi la stabilité des écosystémes (Lieth et al.,
1997), certaines espéces spontanées ont disparu, d’autres sont menacées de disparition (Gupta et
Abrol, 1990) et elle est en grande partie la cause de la désertification des sols (Hamdy, 1999).
Les régions salines sont en augmentation; une étude globale a révélé que, de 1,5 milliard
d'hectares cultivés, 6% (77 millions d'hectares) sont devenus salins (Munns et al., 1999) et selon
Szabolcs (1994), la salinité affecte 7% des terres émergées de la plancte, équivalant a 930
millions d'hectares. Les régions du bassin méditerranéen sont fortement touchées par ce fléau.
L’ Algérie posséde de vastes zones salées (chott et sebkha), presque 3,2 millions d’hectares de la

surface sont salés (Hamdy, 1999).

Il est possible de limiter I’ampleur prise par la salinisation des terres par la culture des espéces
halotolérantes a potentialités économique et/ou écologique, spécialement les espéces fixatrices
d’azotes (Oba et al., 2001). Un débat global a 1’échelle planétaire préconise de réhabiliter les sols
dégradés avec les 1égumineuses (Lazrak et al., 2008). Cette famille végétale offre des possibilités
énormes d’exploitation par leurs intéréts agronomique, alimentaire et écologique et se trouve
actuellement au centre des préoccupations des instances internationales. Leur importance est due
a leur contribution, chaque année, a la fixation d’environ 200 millions tonnes d’azote par an
(Ferguson et al., 2010). Grace a cette fixation d’azote réalisée en association avec les bactéries
du sol appelées « rhizobia », les 1égumineuses permettent, a la fois, d’enrichir le sol en maticre
organique et d’éviter les engrais azotés. Une importance considérable doit donc étre attribuée au
développement des possibilités offertes par cette association symbiotique fixatrice d’azote
Rhizobium- 1égumineuse. Cependant, cette interaction symbiotique est affectée par la salinité et
I’étape la plus sensible a la présence du sel est le processus infectieux (Tu, 1981 ; McKay et

Djordjevic, 1993 ; Payakapong et al., 2006).

L’amélioration” de la” productivit¢ des légumineuses en condition de stress salin nécessite

I’installation d’une symbiose tolérante. Cette approche implique-une sélection des deux
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partenaires de la symbiose. D’une autre part, d’apres les travaux réalisés sur 1’effet bénéfique des
champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) sur le microsymbiote rhizobien, la symbiose
mycorhizienne pourrait étre une alternative prometteuse pour I’amélioration de la tolérance des

légumineuses a la salinité en atténuant la sensibilité de leur symbiose rhizobienne.

Les CMA assurent a la plante hote une meilleure nutrition phosphatée, azotée et hydrique. Outre
son apport nutritionnel, la symbiose confeére aux plantes une grande résistance aux stress
abiotiques (Hirrel et Gerdemann 1980 ; Aroca et al., 2007 ; Nasim, 2010) par 1’amélioration du
statut nutritionnel de la plante (Zandavalli et al., 2004 ; Colla et al., 2008), la dilution des effets
toxiques des ions (Giri et al., 2007) et la modification de la physiologie de la plante (Rao et Tak,
2002 ; Kumar et al., 2010). Ces champignons sont ubiquitaires et plusieurs auteurs ont signalé
leur présence naturelle dans des environnements salins (Allen et Cunningam, 1983 ; Carvalho et

al., 2001 ; Yamato et al., 2008).

Malgré ces nombreuses études, plusieurs questions se posent encore sur le comportement et
I’effet des CMA en condition de salinité. Les effets du champignon sont-ils en relation avec sa
tolérance a la salinité¢ ? Et son origine d’un sol salin peut-elle étre un critére déterminant quant a
son effet sur ’amélioration de la tolérance des légumineuses? L’effet du champignon en
condition du stress est-il dépendant d’une spécificité avec sa plante hote? Enfin, dans un contexte
d’utilisation des légumineuses pour la bioremédiation des sols salins, la mycorhization peut-elle

jouer un rdle important?

Les travaux présentés dans cette thése ont pour objectif d’aborder ces différentes questions et
d’améliorer la connaissance du rdle des symbioses rhizobienne et mycorhizienne dans la
tolérance a la salinité de Lotus creticus et Acacia saligna. Ces espéces sont des plantes
pionnicres (Escaray et al., 2010) qui montrent une tolérance considérable aux conditions de la
sécheresse, la salinité et des vents abrasifs (Le Houérou et Pontanier, 1987 ; Banon et al., 2004 ;
Striker et al., 2005), leur systéme racinaire améliore la structure des sols et permettent la
fixations des dunes (Barnet et al., 1985 ; Skolmen, 1986 ; Escaray et al., 2010), ce qui en fait des
plantes candidates pour la revégétalisation des sols des milieux stressés (Belesky, 1999 ;

Vignolio et al., 2005 ; Escaray et al., 2010).

Pour atteindre cet objectif, la stratégiec menée consiste a comparer 1’effet des CMA des sols
salins avec ceux isolés de la rhizosphere d’Acacia saligna et de Lotus creticus dans la tolérance
de ces deux especes végétales au stress salin. Le role de la symbiose mycorhizienne sera ainsi

comparé¢ avec celui de la symbiose rhizobienne.
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Cette thése est divisée en quatre chapitres dont les deux premiers sont consacrés a 1’étude
bibliographique et I’état des lieux. Les deux autres chapitres comportent la méthodologie suivie

et les résultats obtenus au cours de ce travail.

Dans le premier chapitre nous présentons une synthése sur les deux symbioses telluriques
mycorhizienne et rhizobienne. Une autre synthése est réalisée sur le stress abiotique
particuliérement la salinité et la sécheresse, son effet négatif spécifiquement sur les plantes et
I’adaptation de ces derniers au stress. Ce chapitre inclue aussi une synthése sur les deux

légumineuses qui ont fait ’objet de cette étude : Acacia saligna et Lotus creticus.

Le deuxieme chapitre est un état des lieux donnant un apergu sur les caractéristiques

géographiques, climatiques et écologiques des différents sites de prélevement des échantillons.

Le chapitre de la méthodologie expose les principales approches méthodologiques avec une

description du matériel biologique et des méthodes de culture.

En fin, le dernier chapitre, subdivisé en trois parties, discute les résultats obtenus. La premiere
partie a fait I’objet d’une publication intitulée «Diversity of Arbuscular Mycorrhizal fungi in two
perturbed ecosystems (dune and saline soil) in west Algeria». Elle concerne I’étude du
comportement, la diversité et la répartition des champignons mycorhiziens a arbuscules dans
deux écosystémes perturbés salin et dunaire dans 1’ouest algérien, en association avec différentes

especes végétales (Acacia saligna, Lotus creticus et Arthrocnemum macrostachyum).

La deuxieéme partie est consacrée a la sélection des isolats les plus performants en condition de
stress. Cependant, les CMA sont des symbiotes obligatoires, leur performance peut étre testée
uniquement en association avec une plante hote. C’est dans ce contexte que des cultures
monosporales des 45 morphotypes sont réalisées pour produire de I’inoculum utilisé pour le test
de performance des différents isolats. Ce dernier nous a permis de sélectionner cinq isolats natifs

de différents sites perturbés.

La troisieme partie discute les résultats de I’évaluation du role des symbioses MA et rhizobienne
dans la tolérance des plants d’A. saligna et de L. creticus a la salinité, en comparant les
parametres biométriques, physiologiques et biochimiques des plants témoins sans inoculations
avec ceux inoculés par simple inoculation mycorhizienne (avec les isolats MA sélectionnés),
simple inoculation rhizobienne, inoculation mixte (combinaison de tout les isolats MA de chaque
site) et une double inoculation (inoculation mixte avec une souche de rhizobium). Dans le méme
contexte, une autre comparaison est faite entre 1’effet des CMA provenant des sites salins et ceux

provenant de la rhizosphere des plantes d’intérét.
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1. Symbiose mycorhizienne

Avant 450 millions d’années, les premiers végétaux quittaient les milieux aquatiques pour
coloniser la terre ferme (Taylor et Taylor, 1993). Cependant, c¢’était impossible pour ces plantes
primitives de s’adapter aux contraintes du milieu terrestre par leur propre évolution (Le Tacon et
Selosse, 1994). C’est grace a leur association avec certains champignons que les plantes ont

réussi a y survivre. Cette association, ou symbiose, se nomme mycorhize.

Le mycorhize, du grec « mukes » : champignon et « rhiza » : racine, est une association
mutualiste symbiotique a bénéfice réciproque entre les racines d’une ou plusieurs plantes et un
champignon. La plante fournit au champignon les sucres ¢élaborés lors de la photosynthése et en
¢change ce dernier lui offre des ¢léments nutritifs prélevés par ses hyphes et améliore également

sa tolérance aux stress biotiques et abiotiques (Smith et Read, 1997).
1.1. Les différents types de la symbiose mycorhizienne

Suivant leurs critéres écologiques, morphologiques, physiologiques et 1’espéce végétale et
fongique, plusieurs types d’association mycorhizienne sont distingués (Delian et al., 2011).
Actuellement, sept types de mycorhizes sont reconnus. Mycorhizes a arbuscules (MA),
ectomycorhizes, ectendomycorhizes, mycorhizes arbutoides, mycorhizes monotropoides,
mycorhizes éricoides et orchidoides (Fig. 1) (Tahat ef al., 2010 ; Delian et al., 2011). Une étude
détaillée sur les MA sera présentée du fait qu’elles sont les plus répandues et qu’elles ont fait

I’objet de notre travail.
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Figure 1 : Principaux types de mycorhizes représentés sur une coupe transversale de racine
(LeTacon, 1985)
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1.2. La symbiose mycorhizienne a arbuscules

La symbiose mycorhizienne a arbuscules est la symbiose mycorhizienne la plus répandue (Read
et al., 2000 ; Smith et Read, 2008). Elle est établie avec 80 a 90% des plantes terrestres dans
divers écosystémes naturels, agricoles et forestiers (Brundrett, 2002 ; Pongrac ef al., 2007). Ce
type de mycorhize est produit en ne modifiant pas la morphologie des racines hotes. Les hyphes
progressent dans le cortex racinaire entre ou dans les cellules et a 'intérieur ils se différencient
en deux structures caractéristiques : les vésicules formées dans ou entre les cellules corticales
sont responsable du stockage et les arbuscules formés dans les cellules corticales sont le site des
¢changes avec les cellules racinaires (Fig. 2) (Abbott, 1982 ; Gianinazzi-Pearson, 1996 ; Ramos
et al., 2011). Les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) se développent a la fois dans
les tissus racinaires de I’hote et dans le sol. Leur mycélium extra-racinaire assure le transport des

sels minéraux, notamment le phosphate et I’azote et de I’eau disponible dans les sols.

Cette association fiit appelée « mycorhize a vésicule et a arbuscule » vu la présence des vésicules
et des arbuscules. Actuellement, il est rapporté que certaines associations avec les
Glomeromycota ne forment pas de vésicules. Récemment, la terminologie « association

mycorhizienne a arbuscule » est utilisée pour décrire la symbiose endomycorhzienne (Delian et

al., 2011).

Mycorhize a arbuscule | JYésicule

i
-

Arbuscules ||

7.

I\ )
L.___, Y

Parenchyme corical Cylindre
Epiderme centrale

Figure 2 : Phases extra et intra-racinaires des CMA. A : Hyphopodium dans la racine de Camellia
japonica. B : Coils (hyphes intra-racinaires). C: Vésicules. D : Arbuscules. E: Spore de
Scutellospora sp. (Berruti et al., 2014).
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1.2.1. Les partenaires de la symbiose mycorhizienne a arbuscules

1.2.1.1. La plante hote

La symbiose MA est observée chez 92% des plantes étudiées (Wang et Qiu, 2006 ; Brundrett,
2009) appartenant aux angiospermes, aux ptéridophytes, certaines gymnospermes et méme les
gamétophytes de certaines plantes inférieures (lycopodes et mousses) (Smith et Read, 1997).
Zhang et al., (2007) ont rapporté que de nombreuses espeéces de mousses pouvaient étre
colonisées dans leur partie chlorophyllienne par des CMA. Cependant, en I’absence de données
fonctionnelles d’échanges de nutriments, Davey et al., (2006) suggerent que le champignon se

comporte plutét comme saprophyte.

En revanche, 18% des plantes ont perdu ou supprimé leur faculté symbiotique probablement a
cause des couts de la symbiose qui dépasse leur capacité. Parmi 336 familles des angiospermes
53 ne sont pas mycorhizés et 40 autres ont un statut mycorhizien variable (Brundrett, 2009 ;
Druva-Lusite et Ievinsh, 2010). On distingue deux groupes de plantes non mycorhizées, le
premier comprend des plantes des habitats perturbés riche en phosphore, par exemple :
Amarantacées, Brassicacées, Caryophyllacées, Chénopodiacées, Polygonacées et Urticacées
(Harley et Harley, 1987 ; Francis et Read, 1994 ; Olsson et Tyler, 2004). L’autre groupe
comprend les plantes qui dominent les sols pauvres en phosphore et qui ont des racines
spécialisées (racines protéoides, dauciformes...). Ce groupe inclut les familles des Cypéracées,
Haémodoracées, Protéacées et Restionacées (Tester et al., 1987 ; Brundrett et Abbott, 1991 ;
Watt et Evans, 1999 ; Shane et Lambers, 2005 ; Shane et al., 2006). En outre, des familles non
mycorhizées peuvent comprendre certaines especes mycorhizées telles que Hakea verrucosa de
la famille des Protéacées et Costularia nervosa de la famille des Cypéracées (Boulet et Lambers,
2005 ; Lagrange et al., 2011). Similairement, certaines espéces non mycorhizées (Brundrett et
Abbott, 1991) ou méme des genres sont inclus dans des familles mycorhizées (Lambers et al.,

2013b).
1.2.1.2. Le champignon

Taxonomiquement, les CMA sont regroupés dans un groupe monophylétique des champignons,
le phylum Glomeromycota (Schiifler et al., 2001 ; Stiirmer, 2012). L’historique et la complexité
taxonomique et systématique des CMA sont abordé par Stiirmer (2012) en reconnaissant quatre
périodes. La période « découverte initiale » (1845-1974) est caractérisée par la description,
particulierement des especes formant des sporocarpes. La période « taxonomie alpha » (1975-
1989) a créé une base morphologique solide pour I’identification et la classification des espéces.

La période cladistique (1990-2000) a vu la premicre classification cladistique des CMA sur la
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base de caractéres phénotypiques seulement. A la fin de cette période, les caractéres génétiques
avaient un role dans la définition des taxons et 1’¢lucidation des relations évolutives au sein du
groupe. La période de synthése phylogénétique (2001 jusqu’a aujourd'hui) a commencé avec la

proposition d'une nouvelle classification basée sur les caractéres génétiques.

Cependant, un débat est ouvert sur la phylogénie des CMA, particuliérement certains groupes
taxonomiques (Oehl et al., 2011 ; Kriiger et al., 2012) (Fig. 3). En plus du désagrément du
nombre des familles et des genres, Oehl et al., (2011), en se basant sur les analyses moléculaires
et morphologiques, considérent que l'ordre des Gigasporales est séparé de celui des
Diversisporales, ce qui n’est pas en accord avec le rapport de Kriiger et al., (2012) basé sur les

séquences de consensus d’ADNr SSU, confirmé par le rapport de Redecker et al., (2013).
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Figure 3: Représentation schématique de I’arbre phylogénétique du phylum Glomyromycota,
rapporté par deux approches différentes (Oehl et al., 2011 ; Kriiger ef al., 2012) citée
dans (Berruti et al., 2014).

Oehl et al., (2011) ont montré les caractéristiques morphologiques de 29 genres de CMA (Fig. 4)

qui comportent 250 especes distribuées un peu partout dans le monde (Malbreil ef al., 2014).
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classes jusqu’aux genres (Oehl et al., 2011).

Figure 4 : Caractéristiques morphologiques d’un grand nombre de Glomeromycota des
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1.2.1.3.  Spécificité d’hote

La symbiose mycorhizienne a arbuscule ne présente pas une spécificité d’hote nette (Selosse et
al., 2006). Généralement, une espece de CMA est capable de mycorhizer une grande variété de
plantes n’appartenant pas au méme taxon. De la méme fagon, une plante peut étre mycorhizée
par différentes espéces de CMA n’appartenant pas obligatoirement au méme genre. Newman et
al., (1994) ont montré qu’un méme CMA est capable de mycorhizer simultanément deux plantes
adjacentes d’especes différentes qui peuvent étre liées avec un réseau mycélien souterrain

commun.

D’autre part, la spécificité entre les partenaires de la symbiose est déterminée par plusieurs
facteurs. En effet, les especes végétales différent dans la dépendance a la symbiose MA,
certaines plantes sont des mycotrophes facultatives, tandis que d'autres sont mycotrophes
obligatoires. Récemment, le statut mycorhizien a été liée a la distribution et la productivité des
plantes (van der Heijden ef al., 2008 ; Hempel ef al., 2013). Hausmann et al., (2009) ont rapporté
que les CMA peuvent étre influencés a petite échelle par la communauté végétale locale et la

plante voisine de la plante focale peut altérer les communautés CMA.

1.2.2. Mise en place de la symbiose mycorhizienne a arbuscules

On distingue deux voies de la colonisation racinaire d’une plante par le CMA. La colonisation
primaire a partir des hyphes fongiques pré-symbiotiques issus d’une spore et la colonisation
secondaire a partir du mycélium extra-racinaire d’un champignon ayant déja colonisé le systeme

racinaire d’une plante hote (Genre et al., 2005).

Dans le cas de la colonisation primaire, les spores germent sous I’effet de facteurs
environnementaux et émettent un tube germinatif. Leur croissance peut se faire en absence d’une
plante hote, mais leur développement est limité. En présence d’une plante hote, la germination
des spores et la ramification des hyphes sont favorisées suite a la perception des strigolactones
libérés par les racines de la plante (Akiyama et al., 2005). En réponse, les CMA produisent des
facteurs Myc (facteurs mycorhiziens) qui activent la voie de signalisation symbiotique dans la
racine (Kosuta et al., 2003), conduisant aux oscillations de calcium par I’activation du processus
commun SYM (genes de la symbiose). La transduction du signal conduit a l'activation d’une
réponse transcriptionnelle et cellulaire (Genre ef al., 2005, 2008 ; Bonfante et Genre, 2010 ;

Giles et al., 2013).

Le contact entre la plante et les CMA est suivie par la formation et l'adhérence d'un
hyphopodium a la surface des racines. Il s’agit d’un renflement de 1’hyphe qui est le point

d’entrée du champignon dans la racine (Fig. 5) (Genre ef al., 2005). Cela déclenche I'assemblage
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d'un regroupement cytoplasmique appelé « appareil de pré-pénétration » (APP) dans la cellule
épidermique en contact avec I’hyphopodium. Genre ef al., (2005) ont observé que le noyau de la
cellule végétale migre rapidement vers le haut de la cellule a proximité de I’hyphopodium puis il
retourne en position basale en entrainant derriere lui la formation d’un pont cytoplasmique (APP)
traversant la cellule (Fig. 5). A travers I’APP, les CMA colonisent les cellules vers le cortex
racinaire, ensuite, une fois I’APP est répliquée dans les cellules corticales internes, les hyphes se
différencient en arbuscule hautement ramifi¢ occupant la majeure partie du volume de la cellule
et formant une surface étendue pour I'échange d'éléments nutritifs (Bonfante et Genre, 2010).
Les hyphes se développent également hors de la racine formant un mycélium ramifié qui explore
le sol pour I’absorption des nutriments minéraux et de I’eau. Ce mycélium extra-racinaire peut
coloniser de nouvelles racines de la méme plante ou d’autre plante. Les spores sont formées par

ce mycélium externe, assurant la reproduction et la dissémination du champignon.

Ramification
des hyphes

Exsudats

EXSUdatS fongiques
racinaires

Figure 5 : Résumé schématique du processus de la colonisation MA des racines
(Bonfante et Genre, 2010)

Le dialogue moléculaire entre la plante et le champignon active une réponse cellulaire et
transcriptionnelle (cellules et noyaux verts). L adhésion d'hyphopodium sur la surface racinaire induit la
formation d’APP (en jaune) dans la cellule épidermique adjacente a l'hyphopodium. A travers ce tube,
I’hyphe colonise les cellules jusqu’au cortex interne. Ici, des hyphes intercellulaires peuvent se
développer. Du méme mécanisme, les hyphes-colonisent les cellules-corticales ou ils se différencient en
arbuscules.

10
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1.2.3. Intéréts de la symbiose mycorhizienne a arbuscules

La symbiose MA améliore principalement la nutrition minérale des plantes hotes (Miller et al.,
1986 ; Arafat et Chaoxingb, 2011 ; Smith et Smith, 2012 ; Habibzadeh, 2015). Les hyphes extra-
racinaires des CMA peuvent fournir a la plante hote jusqu’a 80% du phosphate, 25% d’azote,
10% du potassium, 25% du zinc et 60% du cuivre, en échange, ils recoivent 20% du carbone de
la plante hote (Marschnner et Dell, 1994 ; Parniske, 2008). L’échange des nutriments est réalisé
dans des sites spécifiques dans I’interface de la plante et du champignon grace a des systémes H"
-ATPase de la membrane plasmique de la plante et du champignon, des transporteurs du
phosphate et des canaux ioniques (Fig. 6). Les systémes H'-ATPase de la membrane plasmique
(de la plante et du champignon) extrudent des protons dans I’interface plante/champignon, créant
un gradient électrochimique qui dynamise le transport secondaire de phosphate inorganique,
d’ammonium (NHy"), de nitrate (NO3), de potassium (K"), de plusieurs anions, de saccharose,
de glucose (Glu) et de fructose (Fru) (Ramos et al., 2011). De plus, P'oscillation du Ca®" et les

changements du pH induisent une dépolarisation membranaire durant 1’échange des ions (Fig. 6).

Le phosphate absorbé par le mycélium extra-racinaire sous forme de phosphate inorganique est
polymérisé sous forme de polyphosphate et transporté via la vacuole jusqu’au mycélium intra-
racinaire ou il est dégradé par des phosphatases spécifiques du CMA en libérant le phosphate
inorganique dans I’interface plante/champignon (Fig. 6). L’absorption de ce phosphate par la
plante implique également des transporteurs spécifiques de la famille Phtl (Karandashov et

Bucher, 2005 ; Javot et al., 2007 ; Guether ef al., 2009 ; Ramos et al., 2011).

L'azote est absorbé par le mycélium extra-racinaire sous forme de nitrate ou ammonium et
incorporé aux composés organiques par la glutamine synthétase (Cruz et al., 2009). L’arginine
synthétisée a partir de la glutamine produite est chargée dans les vacuoles, transportée a travers
le mycélium intra-racinaire et dégradée pour augmenter la concentration de I’urée. En présence
d'uréase active, l'urée est transformé en NH; et en CO, (Cruz et al., 2009). Enfin, l'azote est
transféré a la racine de la plante sous forme de NH," (Fig. 6) (Bago et al., 2001 ; Govindarajulu

et al., 2005 ; Cruz et al., 2007).

Le carbone synthétisé par la plante est libéré dans I’interface plante/champignon sous forme de
saccharose qui est hydrolys¢, probablement par I’invertase (Schaarschmidt et al., 2006), en
fructose et glucose qui sont transportés vers les cellules fongiques a travers des transporteurs de

monosaccharides (MST) (Fig. 6) (Ramos et al., 2011).

11
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Figure 6: Représentation schématique des mécanismes impliqués dans I’échange des principaux
nutriments entre le CMA et sa plante hote (Ramos et al., 2011).

La symbiose MA améliore aussi la nutrition hydrique des plantes hotes (Allen, 1982 ; Kothari et
al., 1990 ; Augé, 2001 ; Liu et al., 2015) par divers mécanismes : 1) améliorer les propriétés du
sol rhizosphérique 2) augmenter la surface d’absorption racinaire de la plante hote 3) améliorer
le statut nutritionnel de la plante hote 4) activer rapidement un systéme de défense de la plante
héte 5) protéger la plante hote contre le dommage oxydatif généré par le stress abiotique 6)

affecter I’expression du matériel génétique (Song, 2005).

La symbiose MA peut étre également considérée et utilisée comme agent de contrdle biologique,
dans la stabilisation des écosystémes, la restauration écologique des sols contaminés en aidant
les plantes a survivre (Ike-Izundu, 2007; Popa et al., 2008 ; Latef, 2011), la restauration des
champs anciens (Standish et al., 2007), les techniques de phytoremédiation durables a faible cotit
(Khan, 2005 ; Trotta et al., 2006), la réhabilitation des sols anthropiques (Grudnicki et Cenusa,
2007 ; Cardinale et al., 2010), ’amélioration de la qualité des sols (Chen et al., 2005),
I’agriculture durable (Bethlenfalvay et Barea, 1994 ; Hause et Schaarschmidt, 2009), I’assurance
de la qualité¢ des produits horticoles (Paliyath et al., 2008), la résistance aux stress biotiques et
abiotiques (Hause et al., 2002 ; Aroca et al., 2007 ; Wimalarathne et al., 2014) et la protection
des plantes contre les stress biotiques(Whipps, 2004 ; Jeffries et Barea, 2012).

12
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2. Symbiose rhizobienne

L'azote est un élément essentiel pour la croissance de tous les organismes, bien que, l'azote
atmosphérique (N,) est le gaz le plus abondant dans 1’atmosphere, il n’est pas utilisé par la
plupart des organismes. En 1838, Boussingault a montré que les 1égumineuses ont la capacité
d’assimiler 1’azote atmosphérique. En 1888, Hellriegel et Wilfarth ont lié¢ cette capacité¢ a la
présence de nodosités sur leurs racines qui apparaissent suite a I’infection par des bactéries
isolées par Beijerinck (1888), les rhizobia (Heller ef al., 1989) qui n’assimilent I’azote qu’en état

symbiotique avec les légumineuses.

La symbiose rhizobienne est une association mutualiste a bénéfice réciproque entre les
légumineuses et les bactéries du type rhizobium. Ces derniéres permettent de réduire l'azote
atmosphérique en forme assimilable par les plantes. En échange, la plante fournit aux rhizobia le
carbone résultant de sa photosynthése (Dommergues et al., 1999). Au cours de la symbiose, un
nouvel organe, le nodule, est formé sur les racines ou plus rarement sur les tiges ou l'azote

atmosphérique est fixé par les bactéries (Niste et al., 2014).

2.1. Les partenaires de la symbiose rhizobienne

2.1.1. La plante hote

La symbiose rhizobienne est établie avec un grand nombre d’espéce de la famille des Fabacées
(légumineuses) qui est la troisiéme grande famille apres les Astéracées et les Orchidacées. Elle
comprend environ 748 genres et 19000-19700 especes (Allen et Allen, 1981 ; Heywood et al,
2007) et qui incluent les trois sous familles Caesalpinioideae, Mimosoideae et Papilionoideae
ou Faboideae. La plupart des genres de ces deux derniéres ont la capacité de former une
symbiose rhizobienne, en revanche, seulement 5% des genres des Caesalpinioideae ont cette
capacité (Lavin et al., 2005 ; Sprent, 2008).Cependant, la symbiose rhizobienne a été observée
chez environ quatre espéces du genre Parasponia appartenant a la famille des Ulmacées (Lafay

et al., 2006 ; Noel, 2009).

2.1.2. Les rhizobia

2.1.2.1. Caractéres généraux

Le rhizobium (r minuscule et au pluriel rhizobia) du grec rhiza (racine) et bios (vie), signifie
étymologiquement « ce qui vit dans les racines » (Frank, 1889). Le Rhizobium (en italique avec
un "R" majuscule) est le nom taxonomique formel d’un genre bactérien. Zakhia et al., (2004) ont

proposé le terme BNL (bactérie nodulant les Iégumineuses) pour éviter cette confusion.

Les BNL se trouvent soit a 1’état libre dans le sol, sous forme de coccobacilles ou batonnets
pléomorphes (0,5 a2 0,9 um x 1,2 a 3 um), mobiles grace a un seul flagelle polaire ou subpolaire

(rhizobia a croissance lente) ou par deux a six flagelles péritriches (rhizobia a croissance rapide)
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(Somasegaran et Hoben, 1994), soit a 1’état symbiotique comme des bactéroides polymorphes de
forme sphérique, enflées, ellipsoides, branchées, en forme de crosse ou en massue (Perry et al.,

2004) (Fig. 7).

Figure 7: Aspect des souches de rhizobium observées au microscope électronique a
transmission. a : Mesorhizobium ciceri bv. biserrulae (Nandasena et al., 2013).
b : Bactéroides a I’intérieur des cellules du nodule (Tu, 1974).

2.1.2.2. Caracteres biochimiques

Les rhizobia sont des chimioorganotrophes utilisant une large gamme de carbohydrates, exigeant
une source d’azote et des vitamines (pour certaines especes) pour se développer a 1’état libre
(Pelmont, 1995). Les rhizobia a croissance rapide ont une croissance meilleure en présence du
saccharose, mannitol ou glucose et ceux a croissance lente préférent le pentose (Somasegaran et
Hoben, 1994). La croissance s'accompagne d'une production abondante de polysaccharides

exocellulaires (Zevenhuizen et Scholten-Koerselman, 1979).
2.1.2.3. Caracteres physiologiques

Les rhizobia sont des aérobies strictes (Pelmont, 1993) ou microaérophiles, asporulés, Gram
négatif (Bekki, 1983 ; Jordan, 1984) et mésophiles, la température optimum pour leur croissance
se situe entre 25 et 30°C (Somasegaran et Hoben, 1994). Certaines especes tolérent des
températures plus élevées en fonction de I’espeéce et de la région d’isolement (Affianha et
Alexander, 1992 ; Zahran, 1999 ; Cacciari et al., 2003). Le pH idéal se situe entre 6 et 7 (6,8),
mais certaines souches tolérent des pH trés bas (Dommergues et Mangenot, 1970 ; Vincent,

1977) ou alcalins (Kulkarni et al., 2000).
2.1.2.4. Caracteéres culturaux

Sur milieu YMA (Yeast Mannitol Agar), apres 3 a 5 jours d’incubation, les rhizobia forment des
colonies de 2 a 4 mm de diamétre, circulaires, convexes, semi translucides ou opaques ou

laiteuses, ¢levées, mucilagineuses, de couleur blanchatres ou beiges et parfois brillantes
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(Vincent, 1970) et la plupart des espéces n'absorbent pas le rouge Congo (Fig. 8). Les rhizobia a
croissance rapide (2 a 3 jours) ont une vitesse de dédoublement chaque 2 a 4 h et ceux a
croissance lente (3 a 5 jours) ont une vitesse de dédoublement de 6 a 8 h (Somasegaran et Hoben,
1994). Boivin-Masson et al., (2006) ont rapporté que seules les bactéries non différenciées en

bactéroides sont capables de pousser in vitro.

Figure 8: Aspect des rhizobia sur milieu YMA. a: Rhizobium sp. Aprés 2 jours de croissance
(Boukhatem et al., 2012). b : Bradyrhizobium japonicum sur YMA contenant du rouge
Congo apres 10 jours de croissance (Mubarik et Sunatmo, 2014).

2.1.2.5. Taxonomie des rhizobia

La caractérisation des rhizobia isolés d'un grand nombre d'espéces végétales dans le monde, par
taxonomie polyphasique, a conduit a la description de nouveaux genres et especes. Actuellement,
sur la base du séquencage de I’ADN ribosomal 16s, plus de 98 espéces appartenant a 14 genres
de a-, B- et y-protéobactéries, forment I'ensemble des BNL (Fig. 9 et Tab. 1) (Zakhia et De
Lajudie, 2001 ; Riiberg ef al., 2003 ; Nogom et al., 2004 ; Benhizia et al., 2004).

Xanthomenas

Phyllobacterium

. — s Mesorhizobium (foti)
Cupriavidus (taiwansis) Devosia
Agrobacterium

[ Shinella

/ /; Sinorhizobium (meliloti, medicae) [NGR234)
—  Rhizobium (leguminosarum, etli) [tropiei]

Ochrobactrum

Brucelia

Burkholderia (phymatum,

Bordetella
Barfonella

Azarhizobium (caulinodans)

Caulobacter Methylobacterium (nadulans)

Ricketisa Rhodopseudt Bradyrhizobium (japonicum, BTAil, ORS278)

Figure 9 : Arbre phylogénétique simplifi¢ de Proteobacteria basé sur le séquengage de

I'ADNr 16s. Les genres Rhizobium sont indiqués en gras (Boivin et al., 2006).
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Tableau 1 : Classification actuelle des BNL (Berrada et Benbrahim, 2014).

Classe

Ordre

Famille

Genre

Espéce

a
proteobacteria

Rhizobiales

Rhizobiaceae

Rhizobium

R. leguminosarum (symbiovar viciae, symbiovar trifolii,
symbiovar phaseoli)-R. galegae (symbiovar officinalis,
symbiovar orientalis)-R. tropici-R. leucaenae-R. tropici-
R. endophyticum-R. phaseoli-R. fabae-R. etli(symbiovar
mimosae, symbiovar  phaseoli)-R. undicola-R.
gallicum(symbiovar phaseoli, symbiovar gallicum)-R.
giardinii(symbiovar phaseoli, symbiovar giardinii)-R.
hainanensis-R. huautlense-R. mongolense-R.
yvanglingense-R. larrymoorei-R. indigoferae-R. sullae-R.
loessense-R.cellulosilyticum-R.miluonense -R.
multihospitium-R. oryzae-R. pisi-R. mesosinicum-R.
alamii-R.  alkalisoli-R.  tibeticum-R.  tubonense-R.
halophytocola-R. radiobacter-R. rhizogenes-R. rubi

R. vitis-R. nepotum

Ensifer

E. meliloti-E. fredii (symbiovar fredii, symbiovar
siensis)-E. sahelense-E. terangae (symbiovar acacia,
symbiovar sesbania)-E. medicae-E. arboris-E. kostiense-
E. xingianense (Formerly:Sinorhizobium xingianense)-
E.  adhaerens-E.  kummerowiae-E.  americanum-E.
mexicanus-E.numidicus

Shinella

S. kummerowiae

Phyllobacteri-
aceae

Mesorhizobium

M. loti-M.  huakuii-M. ciceri-M.  tianshanense-M.
mediterraneum-M. plurifarium-M. amorphae

M. chacoense-M. septentrionale-M. temperatum-M.
thiogangeticum-M. albiziae-M. caraganae-M. gobiense-
M. tarimense-M. australicum-M. opportunistum-M.
metallidurans-M. alhagi-M. camelthorni-M.
abyssinicae-M. muleiense-M. hawassense-M.
qingshengii-M. robiniae-M. shonense-M. shangrilense-
M. silamurunense-M. tamadayense

Phyllobacterium

P. trifolii

Methylobacteri-
aceae

Methylobacterium

M. nodulans

Microvirga

M. lupini-M. lotononidis-M. zambiensis

Brucellaceae

Ochrobactrum

O. cytisi-O. lupini

Hyphomicrobi-
aceae

Azorhizobium

A. caulinodans-A. dobereinereae-A. oxalatiphilum

Devosia

Devosia neptuniae

Bradyrhizobi-
aceae

Bradyrhizobium

B.  japonicum-B. elkanii-B. liaoningensese-B.
yuanmingense-B. betae-B. canariense-B. iriomotense-B.
jicamae-B. lablabi-B. huanghuaihaiense-B. cytisi-B.
dagingense-B. denitrificans-B. oligotrophicum-B.
pachyrhizi

p-

Proeobacteria

Burkholderiales

\Burkholderiaceae

Burkholderia

B. caribensis-B. cepacia-B. tuberum-B. phymatum-B.
nodosa-B. sabiae-B. mimosarum-B.  rhizoxinica-B.
diazotrophica-B. endofungorum-B. heleia-B. symbiotica

Cupriavidus

C. taiwanensis

]}_

Proteobacteria

Pseudomonadales

Pseudomonaceae

Pseuomonas sp.
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2.1.3. Spécificité d’hote

La symbiose rhizobienne est trés spécifique, chaque symbiote n’établie la symbiose qu’avec des
especes ou des individus limités et spécifiques du partenaire symbiotique (Ribeiro et al., 2012).
Cette spécificité peut étre déterminée a différentes étapes de I’interaction symbiotique. Selon
Perret et al., (2000), elle est déterminée par 1’échange de signaux moléculaires entre les deux
symbiotes. Le signal bactérien le plus connue est le facteur Nod (facteurs de nodulation) qui a
diverses décorations chimiques spécifiques pour chaque souche (Lerouge et al., 1990). Plusieurs
auteurs pensent que la production des facteurs Nod en réponse aux flavonoides secrété par la
plante hote et la capacité de ce dernier de percevoir ce signal, jouent un role important dans la
définition de la gamme d’hote (Geurts et al., 1997 ; Perret et al., 2000 ; Limpens et al., 2003 ;
Radutoiu et al., 2007). Wang et al., (2012) ont expliqué cette signalisation qui commence par
I’attachement des protéines NodD aux Nod-box pour induire 1’expression des génes bactériens
de nodulation et en conséquence la sécrétion des facteurs Nod qui seront reconnus par des
récepteurs transmembranaires de la plante hdte spécifique pour la souche et I’écotype. A ce
niveau, les modifications des facteurs Nod déterminent la spécificité d’hote et ’activation des
récepteurs de la plante induit la courbure des poils absorbants en piégeant quelques souches ce

qui donne un signal a la population bactérienne de coloniser le nodule formé (Fig. 10 : 1, 2).

En outre, la gamme d’hdte peut étre modulée par des polysaccharides superficiels (Deakin et
Broughton, 2009) impliqués dans la facilitation de la formation du cordon d’infection et dans le
développement nodulaire (Jones et al., 2008). Il a été aussi suggéré que ces molécules ont un role
dans la suppression de la réponse défensive de I’hote (Fig. 10 :3) (D’Haeze et Holsters, 2004 ;
Jones et al., 2008).

De plus, plusieurs souches rhizobiennes possédent aussi un systéme de sécrétion de type III
(SST3), indispensable pour I’infection rhizobienne et la nodulation. Les facteurs NodD induisent
I’expression des Ttsl, codant des régulateurs transcriptionels, qui se lient aux éléments appelés tts
codant du systéme III. Ce dernier délivre les Nops (protéines hors nodulation) dans les cellules
de I’héte (Deakin et Broughton, 2009) ou ils sont reconnus par le géne R (geéne de résistance) de
certain écotype ou variété de la plante (Wang et al., 2012). Ce systéme aussi module la gamme

d’héte d'une maniere spécifique au génotype (Fig. 10 : 4).
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Figure 10 : Schéma des déterminants moléculaires de la spécificité d’hote de la symbiose
rhizobienne (Wang et al., 2012).

2.2. Mise en place de la symbiose rhizobienne

En condition de carence azotée et de photosynthése active, la symbiose rhizonienne est établie
dans la rhizosphére par une infection racinaire intra-cellulaire (la plus étudiée) ou inter-cellulaire

(Oldroyd et Downie, 2008).

Dans le cas de la voie intra-cellulaire, les poils racinaires attirent les rhizobia par une large
gamme de substances (Kape er al., 1991). Parmi ces exsudats racinaires, les flavonoides
induisent 1’expression des genes nod bactériens responsable de la production des facteurs Nod
qui induisent des changements morphologiques, physiologiques et moléculaires dans la plante

héte (Fig. 11)(Caetano-Anolles et Gresshoff, 1991 ; Spaink, 2000).

En cas de réussite du dialogue initial, les poils racinaires sont déformés (Wais et al., 2002 ;
Timmers et al., 2007) en différentes formes en fonction de leur stade de développement (Wood
et Newcomb, 1989), piégeant les bactéries et créant une zone dans laquelle les bactéries sont
entourées par une paroi végétale (Yao et Vincent, 1969 ; Bhuvaneswari et Solheim, 1985). A
partir de cette zone, le cordon d’infection est initi¢ par hydrolyse de la paroi (Mateos et al.,
2001), il s’agit d’une structure tubulaire qui croit a I'intérieur de la cellule et dans laquelle la

bactérie proliferent (Fig. 11) (Gage, 2004 ; Oldroyd et al., 2011).

L’infection de la plante par les rhizobia induit la division des cellules du cortex interne, pour les
nodules indéterminés, ou des cellules sous-épidermiques, pour les nodules déterminés, de
maniére anticline puis péricline (Timmers et al., 1999 ; Foucher et Kondorosi, 2000). En suite, la

division des autres couches cellulaires conduit a la formation du primordium nodulaire. Le
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cordon d’infection progresse a travers ce primordium et libére les rhizobia qui se différencient en
bactéroides. Lorsqu’ils atteignent les cellules du nodule, les bactéroides sont entourés par une
membrane de 1’hdte, formant des structures appelées « symbiosomes » (Udvardi et Day, 1997).
Au sommet du primordium des nodules indéterminés, le méristéme se développe en donnant une
naissance continue de nouvelles cellules, créant différentes zones qui correspond aux différentes
¢tapes symbiotiques. En revanche, le méristéme des nodules déterminés n’est pas persistant et
toutes les cellules sont en état de différenciation identique (Fig. 11) (Newcomb et al., 1979 ;

Rolfe et Gresshoff, 1988).
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Figure 11 : Schéma illustrant les étapes de I’infection racinaire des légumineuses par les
rhizobia. A : Voie d’infection intercellulaire (Deakin et Broughton, 2009). B: Voie
d’infection intracellulaire des nodules indéterminés et (C) déterminés (Ferguson et al.,
2010).

Dans le cas de la voie intercellulaire, les rhizobia entrent dans la racine a travers la rupture de la
couche épidermique. Au sein de ces poches, elles se multiplient et progressent vers le
primordium nodulaire de maniére intercellulaire et ensuite intracellulaire. Pour certains cas, les

facteurs Nod sont impliqués dans cette stratégie de colonisation (Fig. 11) (Deakin et Broughton,

2009).
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2.3. Fixation biologique de I’azote

Le processus de fixation symbiotique d’azote est effectué par les bactéroides dans le
symbiosome nodulaire grace au complexe enzymatique de la nitrogénase qui est extrémement
sensible a l'oxygeéne. Dans le nodule, ce complexe est protégé par la leghémoglobine qui
maintient la pression de ’oxygeéne a un niveau assez bas. La nitrogénase est composé de deux
protéines. La protéine nitrogénase réductase est réduit par les électrons donnés par les
ferrédoxines et ensuite liée aux ATP pour réduire la protéine dinitrogénase, qui céde les électrons

au N, (Badenoch-Jones et al., 1989 ; Howard et Rees, 2006) comme suit :
N, + 8H' + 8¢ + 16ATP < 2NH; + H, + 16ADP

Le NH," est toxique pour I’organisme, il est converti en glutamine par la glutamine synthétase
(GS) et en asparagine. La glutamine est exportée aux peroxysomes des cellules non infectées ou
les allantoines et les acides allantoiques sont synthétisés. Toutes les molécules de transport
d’azote (glutamine, asparagine, allantoines et les acides allantoiques) sont exportées via le

systéme vasculaire aux autres cellules de la plante (Biswas et Gresshoff, 2014).
2.4. Intéréts de la symbiose rhizobienne

Globalement, la moiti¢ de la fixation biologique d’azote est réalisée par la symbiose rhizobienne,
soit 200 millions de tonnes d’azote sont fixés par an (Ferguson et al., 2010). Elle permet
d’enrichir les sols en azote, de remplacer I’apport des engrais azotés et de satisfaire 90% de la

nutrition des 1égumineuses (Berrada et Benbrahim, 2014).

La symbiose rhizobienne est aussi impliquée dans la protection des légumineuses contre les
stress abiotique et biotique par une compétition nutritive entre les rhizobia et 'agent pathogéne
envers la source de carbone (Bordeleau, 1989 ; Ehteshamul-haque et al., 1992) et par la

production par certains rhizobia des sidérophores (Kloepper et al., 1980 ; Moore, 1988).
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3. Le stress abiotique

Le stress abiotique est défini comme 'impact négatif des facteurs non vivants sur des organismes
vivants dans un environnement spécifique. Les facteurs de stress abiotique, naturels ou
anthropiques, influent négativement sur la performance de la population ou la physiologie des
individus (Vinebrooke et al., 2004). Ils causent des dommages aux végétaux et aux animaux
mais les plantes sont plus affectées du fait qu’elles dépendent des facteurs environnementaux.
Divers stress abiotiques sont distingués tels que la disponibilité d’eau (sécheresse et inondation),
les températures extrémes (froid, gel, chaleur), la salinité, les carences nutritionnelles et la
structure des sols etc. La salinité et la sécheresse sont les deux facteurs majeurs limitant le
développement des plantes. Ils imposent aux plantes un stress osmotique qui perturbe la structure

cellulaire et les fonctions physiologiques (Larcher, 2003).

3.1. Effet du stress abiotique (salinité et sécheresse)

La salinité et la sécheresse affectent les propriétés pédologiques notamment la dispersion des
colloides et la stabilité structurale (Servant, 1970 ; Agassi et al., 1981 ; Aubert, 1983 ; Halitim et
al., 1984).

La salinité et la sécheresse limitent le développement des plantes (Allakhverdiev et al., 2000b).
Elles réduisent le potentiel hydrique ce qui provoque un déséquilibre ionique conduisant a une
toxicité osmotique et ionique et en conséquence, a la limitation du développement des plantes.
Cette limitation est associ¢e a un faible potentiel osmotique, un déséquilibre nutritionnel, des
effets d'ions spécifiques ou une combinaison de touts ces facteurs (Ashraf, 1994a ; Marschner,
1995). L'effet néfaste est observé chez toutes les plantes, mais leurs niveaux de réduction de la

croissance et la tolérance varient largement entre les différentes especes.

3.1.1. La germination des semences

En condition de stress abiotique, la germination est généralement affectée a cause de la pression
osmotique ¢levée. La salinité affecte le temps et le taux de la germination (Poljakoff-Mayber et

Gale, 1975 ; Ighilhariz, 1990 ; Mudgal, 2004).
3.1.2. Le développement des plantes

Le stress abiotique provoque une diminution significative de la hauteur des plantes, de la
longueur et de la surface des racines, du poids et du nombre des feuilles, de la viabilité du pollen,
du remplissage des graines et du rendement en graines (Mohammad et al., 1998 ; Groveret et
al.,2001). Le stress abiotique entraine également une diminution considérable du poids des

feuilles, des tiges et des racines (Hernandez et al., 1995 ; Muns, 2002 ; Karpe et al., 2012).
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a) Les racines et les feuilles des plantes

La racine est le premier organe qui subit le stress osmotique. Ce dernier cause une réduction de
I’¢longation cellulaire avec un raccourcissement et un épaississement des racines. Cela se traduit
par la réduction du volume de sol exploré pour l'absorption de l'eau et des minéraux. Avec le
temps, les racines ont tendance a extruder les ions toxiques vers le sol ou les exporter vers les
feuilles. Ces dernic¢res sont plus sensibles que les racines, du fait qu’elles accumulent des
concentrations d’ions toxiques plus élevées que dans les racines. Les dommages causés par le

+ s J . A 7
Na' sont associés a une nécrose des feuilles agées.
b) L'anatomie des feuilles

Le stress abiotique entraine une augmentation de I'épaisseur épidermique et du mésophylle, la
longueur et le nombre des cellules palissadiques du parenchyme, le diamétre des cellules du
parenchyme lacuneux des feuilles (Longstreth et Nobel, 1979). Cependant, 1’épaisseur de
I'épiderme, du mésophylle et les espaces intercellulaires sont diminués chez les feuilles de
Bruguiera parviflora traités avec le NaCl (Parida ef al., 2004a). Ce stress provoque également un
arrondissement des cellules, une réduction du nombre de chloroplastes, de la surface foliaire et

de la densité stomatique (Bruns et Hecht-Buchholz, 1990 ; Romeroaranda et al.,2001).

3.1.3. L'ultrastructure des cellules végétales

Des modifications ultrastructurales sont observées qui comprennent un dommage de la paroi
cellulaire, une séparation de la membrane plasmique de la paroi cellulaire suite a la plasmolyse,
la présence des granules osmiophiles a proximité de la membrane plasmique endommagée, la
dilation et la réduction de nombre des crétes mitochondriales. Les symptomes négatifs de stress
osmotique sur le cytoplasme comprennent une lyse cytoplasmique, une formation de corps
cellulaires, une augmentation des vésicules cytoplasmiques et une désorganisation du matériel
fibrillaire, une augmentation du nombre et de la taille de plastoglobules, une désorganisation de
la structure des thylakoides et le gonflement de leur membrane, une agrégation des chloroplastes,
une augmentation de la densité matricielle mitochondriale, un attachement proéminent des
ribosomes aux lamelles du réticulum endoplasmique pour l'induction de la synthése des protéines
de stress et la structure du réticulum endoplasmique devient bulbeuse et distendue (Pareek et al.,

1997 ; Pareek et al.,1997a ; Hernandez et al., 1995 ; 1999 ; Parida et Das, 2005).

3.1.4. Les relations hydriques

Le stress osmotique affecte négativement le potentiel hydrique, osmotique et la conductance
stomatique des plantes alors qu’il augmente la pression de turgescence (Morales ef al., 1998 ;

Hernandez et al., 1999 ; Romeroaranda et al., 2001 ; Gulzar et al., 2003). Le potentiel hydrique

22



Etude bibliographique

et osmotique baisse en fonction du potentiel osmotique du milieu extérieur et du mode
d'application de stress. La forte diminution du potentiel osmotique par rapport au potentiel
hydrique total conduit au maintien de la turgescence chez les plantes sous straitement de NaCl
(Rajasekaran et al., 2001). Chaudhuri et Choudhuri, (1997) et Lu et al., (2002) ont rapporté que
la teneur relative en eau, le potentiel hydrique foliaire, ’absorption de l'eau, le taux de
transpiration, la rétention d'eau et l'utilisation efficace de I'eau sont diminués sous un traitement

de NaCl a court terme.
3.1.5. Les pigments photosynthétiques

La chlorophylle et la teneur totale en caroténoides des feuilles baissent en général en condition
de stress osmotique (Khavarinejad et Mostofi, 1998 ; Parida et al., 2002). Les feuilles agées
développent une chlorose et tombent aprés une période prolongée de stress salin (Hernandez et
al., 1995 ; Gadallah, 1999 ; Agastian et al., 2000). Chez Grevilea, la protochlorophylle, les
chlorophylles et les caroténoides sont réduites sous un traitement salin. D’autre part, le stress

salin augmente les pigments anthocyanes (Kennedy et De Fillippis, 1999).
3.1.6. Les protéines

Le stress osmotique diminue la teneur en protéines solubles dans les feuilles (Gadallah, 1999 ;
Wang et Nil, 2000 ; Parida et al., 2002 ; Parida et Das, 2005). Parida et al., (2004b) ont rapporté
que chez Bruguiera parviflora, la salinité entraine une diminution de l'intensité des bandes de
plusieurs protéines et le degré de diminution semble étre a peu prés proportionnelle avec la
concentration extérieure de NaCl. Cependant, Karpe et al., (2012) ont trouvé que les protéines
s’accumulent substantiellement lorsque la salinité dépasse 150 mM. Agastian et al., (2000) ont
rapporté que les protéines solubles sont augmentées en faible traitement salin et sont diminuées
en fort traitement salin. Hassanein (1999) a rapporté que chez Arachis hypogaea, ’analyse des
protéines par SDS-PAGE révele que les plantes cultivées sous traitement de NaCl montrent une
induction de la synthése de quelques polypeptides. Chez ’orge, le stress osmotique a induit la
production de six nouvelles protéines dans les racines et cinq nouvelles protéines dans les
feuilles et inhibe la synthese de la majorité des protéines des feuilles (Ramagopal, 1987). Chez le
blé, le contenu d'une protéine est augmenté et le contenu d’une autre protéine est diminué
(Elshintinawy et Elshourbagy, 2001). Alors que chez le mais, le NaCl induit I'accumulation de
quatre polypeptides dans les racines (Tamas ef al., 2001). Lopez et al., (1994) ont rapporté que
chez le radis, le stress salin provoque l'accumulation d'une protéine et de son ARNm dans les

feuilles.

23



Etude bibliographique

3.1.7. Les lipides

Les atomes d'hydrogene adjacents aux liaisons oléfiniques sont sensibles a l'attaque oxydative.
Les lipides sont riches en ces liaisons et sont une cible primaire pour les réactions d'oxydation.
Hassanein (1999) a rapporté que chez I’arachide, la teneur en lipides est augmentée a une faible
concentration de sel et diminuée a de fortes concentrations. Wu et al., (1998) ont déclaré que
dans la membrane plasmique des racines de Spartina patens, les pourcentages molaires des

stérols, des phospholipides et d’un glycolipide sont diminués avec l'augmentation de la salinité.
3.1.8. Les niveaux des ions

L’absorption ¢élevée du sel (NaCl) concourt avec I'absorption d'autres ions, en particulier des ions
K", conduisant & la déficience en K'. L’augmentation de la salinité entraine I’augmentation des
niveaux de Na®, Ca®'et CI et la diminution des niveaux de K, Mg™ et le rapport K'/Na"
(Gadallah, 1999 ; Khan ef al., 1999, 2000a). Selon Lee et Liu (1999), I’augmentation de Na" et
CI induit une diminution du contenu en Ca>* hydrosoluble. Il existe une relation positive entre la

concentration de Na" et CI” et une relation négative entre celle de Na'et K™ dans les plantes.
3.1.9. Les enzymes antioxydatives

Le stress salin impose un déficit hydrique (Greenway et Munns, 1980 ; Cheeseman, 1988) qui
meéne a la formation des espéces réactives de I1'oxygéne (ERO) provoquant un
dysfonctionnement membranaire et la mort cellulaire (Bohnert et Jensen, 1996) suite au
dommage oxydatif des lipides (Fridovich, 1986 ; Wise et Naylor, 1987), des protéines et des
acides nucléiques (Fridovich, 1986 ; Imlay et Linn, 1988). Puisque les concentrations internes
d’O;, sont ¢élevées durant la photosynthése (Steiger et al., 1977), les chloroplastes sont sujets a

générer les especes réactif de 'oxygeéne (Asada et Takahashi, 1987).

3.2. L’adaptation des plantes au stress osmotique

Les plantes augmentent leur tolérance au stress osmotique par I’évitement ou la tolérance de
stress (Levitt, 1980). L’évitement de stress comprend une variété de mécanismes protecteurs

qui retardent 1’effet négatif de stress sur les plantes. La tolérance au stress est la capacité des
plantes a s’acclimater aux conditions de stress par le développement de mécanismes
biochimiques (Fig. 12) et moléculaires. Ces mécanismes sont soit des mécanismes de faible
complexité, impliquant des changements de divers processus biochimiques ou bien de haute
complexité, impliquant des changements qui protégent des processus majeurs tels que la
photosynthese, la respiration et les changements structuraux des chromosomes et des

chromatines (Parida et Das, 2005).
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Figure 12: Fonctions biochimiques associées a la tolérance des plantes au stress salin
(Bohnert et Jensen, 1996).

3.2.1. Mécanismes physiologiques et biochimiques de la tolérance au stress
abiotique

3.2.1.1. Régulation et compartimentation des ions

En condition de salinité, les plantes ne tolérent pas des quantités élevées de sel dans le
cytoplasme, elles les restreignent dans la vacuole ou les ions sont compartimentés dans différents
tissus (Reddy et al., 1992 ; Iyengar et Reddy, 1996 ; Zhu, 2003). Les glycophytes limitent la
consommation de Na" dans les tissus 4gés qui servent comme des compartiments de stockage et

qui seront éventuellement sacrifié¢s (Cheeseman, 1988).

L’enlévement de sodium du cytoplasme ou bien sa compartimentation dans les vacuoles est
effectué par des antiports Na'/H" induits par le stress (Apse et al., 1999), codés par plusieurs
génes dont le géne AtNHXI (Nassef et al., 1997). Deux pompes H™ électrogéniques, le type
vacuolaire H'-ATPase (V-ATPase) et le pyrophosphatase vacuolaire (V-PPase), coexistent au
niveau des membranes de la voie sécrétoire des plantes (Dietz et al., 2001). En conditions de
stress, la survie des cellules dépend fortement du maintien et I’ajustement de I’activité de la V-

ATPase (Wang et al., 2001).

En condition de stress salin, les plantes maintiennent une forte concentration de K' et une faible
concentration de Na’ dans le cytosol, par une régulation de I’expression et l’activité des
transporteurs de K™ et Na' et des pompes H™ (Reddy et al., 1992 ; lyengar et Reddy, 1996 ; Zhu
et al., 1993).
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Le Ca® est aussi impliqué dans ’adaptation au stress. L’ajout externe de Ca®" réduit I’effet
toxique de NaCl (Liu et Zhu, 1997 ; Lauchli et Schubert, 1989). Cependant, I’augmentation

r 2+
prolongée de Ca” peut causer un stress.

D’autres mécanismes de régulation de sel sont observés : 1) L’exclusion de sel par les racines
pour réguler la charge interne de sel des feuilles, 2) La sécrétion de sel par le développement des
structures cellulaire appelées les glandes ou les vésicules de sel qui déplacent les ions des tissus
du mésophylle aux surfaces foliaires pour les secréter a partir des feuilles (Hogarth, 1999), 3)
L’accumulation sélective des ions ou des solutés permet aux plantes de maintenir leur ajustement
osmotique par une masse des actions qui résulte par I’augmentation du potentiel hydrique et/ou

I’exclusion de Na" (Paridas et Das, 2005).

3.2.1.2. Changement dans la voie photosynthétique

Le stress osmotique inhibe la photosynthése par la réduction du potentiel hydrique. Les plantes
halophytes facultatives changent leur mode photosynthétique de C3 a CAM ou C4 (Cushman et
al., 1989 ; Zhu et Meinzer, 1999). Ce changement permet aux plantes de réduire 1’eau perdue par

transpiration en condition de salinité prolongée, par I’ouverture nocturne des stomates.

3.2.1.3. Induction des enzymes antioxydants

Par des degrés variables, les plantes se défendent contre les ERO par I’induction des activités de
certaines enzymes antioxydantes. Sous stress environnemental, la balance entre la production des
ERO et I’activité d’étanchement des antioxydants est perturbé dans les plantes, souvent a cause
des dommages oxydatifs (Harper et Harvey, 1978 ; Dhindsa et Matowe, 1981 ; Wise et Naylor,
1987 ; Spychalla et Desborough, 1990). En condition de salinité, I’activit¢ des enzymes
antioxydantes est augmentée dans les plantes, augmentant la résistance des plantes aux
dommages oxydatifs et par conséquence améliorant leur tolérance (Harper et Harvey, 1978 ;
Spychalla et Desborough, 1990 ; Gossett ef al., 1994; Hernandez et al., 1995, 2000 ; Kennedy et
De Fillippis, 1999 ; Benavides et al., 2000 ; Lee et al., 2001 ; Mittova et al., 2002, 2003).

Chez le blé, I’activité des enzymes antioxydantes telles que 1’ascorbate peroxydase, le glutathion
réductase, la monodehydroascorbate réductase, la dehydroascorbate réductase est augmentée,
tandis que celle de superoxyde dismutase reste constante et la teneur en ascorbate et en
glutathion est diminuée (Hernandez et al., 2000). Lechno et al., (1997) ont rapporté que chez les
plants de concombre, le traitement salin augmente l'activité de la catalase et du glutathion
réductase et réduit le contenu de l'acide ascorbique et du glutathion sans affecter 'activité de la
superoxyde dismutase. Chez le radis, le traitement salin diminue 1'activité de la proline oxydase
et augmente ’activité de la protéase, le gamma-glutamyl kinase et ATPase (Muthukumarasamy
et al., 2000).
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3.2.1.4. Induction des phytohormones

Un stress osmotique séveére provoque 1’augmentation de certaines phytohormones telles que
I’acide abscisique (ABA) et les cytokinines (Thomas et al, 1992 ; Aldesuquy, 1998 ;
Vaidyanathan et al., 1999). L’ABA est un régulateur de la signalisation de stress abiotique
(Cutler et al., 2010 ; Hubbard et al., 2010 ; Raghavendra et al., 2010 ; Umezawa et al., 2010), il
s’accumule en réponse aux différents stress abiotiques, il induit I’expression de plusieurs genes
et la régulation des ajustements métaboliques induits par le stress, transforme le signal via une
phosphorylation d’une protéine réversible et une modification au niveau de calcium cytosolique,
permet la fermeture des stomates pour diminuer la perte d’eau par transpiration, atténue 1’effet
inhibiteur de sel sur la photosynthése, réduit la libération de I’éthylene et I’abscission des feuilles

sous stress salin (Popova et al., 1995 ; Leung et Giraudat, 1998 ; Gomez Cadenas et al., 2002).

Les jasmonates sont ainsi impliquées dans la tolérance a la salinité (Hilda ez al., 2003). Elles sont
généralement considérées comme des intermédiaires dans la signalisation, tels que les réponses
de défense, la floraison et la sénescence. Cependant, les facteurs impliqués dans la voie de

transduction de signal des jasmonates ne sont pas identifiés (Parida et Das, 2005).

3.2.1.5. Maintien de turgescence

La turgescence est maintenue par I’ajustement osmotique des tissus, qui est un processus actif
consistant en la diminution du potentiel osmotique, provoqué par ’augmentation passive des
concentrations des solutés résultant de la déshydratation de la cellule et de la diminution de son
volume en période de sécheresse ou de salinité. L’ajustement osmotique se rapporte
spécifiquement a une augmentation nette de la concentration des solutés provoquée par des
processus métaboliques déclenchés par le stress, ces solutés s’accumulent lentement et
I’abaissement osmotique, qui en résulte, est relativement faible. Ces solutés qui participent a

I’ajustement osmotique sont appelées les solutés compatibles.

Ce sont des molécules organiques synthétisées et stockées dans les plantes sans perturber leurs
métabolismes et leurs activités enzymatiques (Yancey et al., 1982 ; Hasegawa et al., 2000 ;
Zhifang et Loescher, 2003). Un soluté compatible idéal a un poids moléculaire bas pour favoriser
une activité osmotique ¢élevée, une grande solubilité dans 1'eau, une neutralité électrique et une
absence d'inhibition métabolique malgré les fortes concentrations (Atwell et al, 1999).
Cependant, les fonctions des solutés compatibles sont difficiles a identifier. Sont-ils des

osmolytes non toxiques (i) ou ont-ils une fonction métabolique particuliere (ii)?
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2 La fonction d’osmolyte
Lorsqu'ils sont présents a des concentrations élevées, les solutés organiques sont appelées
« osmolytes » car ils maintiennent une pression osmotique élevée pour les fonctions osmotiques
importantes. Ce terme est synonyme au terme « solutés compatibles», parce qu’ils sont

compatible avec les activités enzymatiques.

2 La fonction osmoprotectant
Les solutés organiques peuvent avoir une fonction protectrice des enzymes dans les cellules
contenant des concentrations élevées de Na’ et Cl et une fonction de balayage des radicaux
d'oxygene et d’hydroxyle, de stabilisation de procédés membranaires et de la modification de

potentiel redox des cellules (Parida et Das, 2005). Les principaux osmoprotectant sont :
b Les Acides amines

L’accumulation des acides aminés est observée dans de nombreuses études dans les plantes
exposées au stress abiotique (Barnett et Naylor, 1966 ; Draper, 1972 ; Rhodes et al., 1986 ;
Ighilhariz, 1990 ; Fougere et al., 1991 ; Kaplan et al., 2004 ; Kempa et al., 2008 ; Lugan et al.,
2010). Cette accumulation peut provenir de la production des acides aminés et/ou de la
dégradation accrue des protéines induites par le stress. Durant le stress, I'accumulation globale
des acides aminés pourrait indiquer des dommages cellulaires chez certaines especes (Widodo et
al., 2009) mais des niveaux accrus de certains acides aminés ont un effet bénéfique pendant
l'adaptation au stress. Les acides aminés peuvent étre impliqués dans I’ajustement osmotique, la

protection des macromolécules cellulaires, le stockage de I’azote et le maintien du pH cellulaire.
o La proline

La capacité d'accumuler la proline est corrélée avec la tolérance des plantes au stress abiotique
(Barnett et Naylor, 1966 ; Singh ef al., 1972 ; Stewart et Lee, 1974). La proline peut agir comme
un osmolyte, un capteur d’ERO et un chaperon moléculaire stabilisateur de la structure des
protéines, protégeant ainsi les cellules contre les dommages causés par le stress (Hare et Cress,
1997 ; Rhodes et al., 1986 ; Verbruggen et Hermans, 2008 ; Szabados et Savoure, 2010). Le
niveau de la proline est déterminé par l'équilibre entre sa biosynthése et son catabolisme

(Szabados et Savouré, 2010).
o GABA

Le GABA (Acide Gamma-Amino Butyrique) s'accumule rapidement a des niveaux élevés en
réponse a divers stress abiotiques (Rhodes er al., 1986 ; Shelp et al., 1999 ; Kinnersley et
Turano, 2000 ; Kaplan et Guy, 2004 ; Kempa et al., 2008 ; Renault ez al., 2010). Le métabolisme
du GABA a été associée avec l'équilibre carbone-azote et le captage des ERO (Bouches et

Fromm, 2004 ; Song et al., 2010 ; Liu et al., 2011.).
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P Les amines

o Les polyamines

Les polyamines (PA) sont de petites molécules aliphatiques chargées positivement a pH
cellulaire. Divers stress abiotiques régulent les niveaux des PA. La putrescine, la spermidine, la
spermine, le diaminopropane et la cadaverine sont les PA les plus communes chez les plantes
supérieures (Mansour, 2000). A niveau ¢levé, les PA sont positivement corrélées avec la
tolérance des plantes au stress (Yang et al, 2007 ; Cuevas et al., 2008 ; Usadel et al., 2008 ;
Kovacs et al., 2010 ; Alcazar et al., 2011). Les PA sont impliquées dans la protection des
membranes, la stabilisation de ’ADN et I’ARN et les phospholipides et dans la réduction du
stress oxydatif (Genard et al., 1991 ; Groppa et Benavides, 2008 ; Alcazar et al., 2011).

o Glycine bétaine

Les glycines bétaines (GB) sont des composés d'ammonium quaternaire accumulés dans une
grande variété de plantes (Cromwell et Rennie, 1953). L’Arabidopsis et plusieurs espéces
végétales n'accumulent pas ces composées. Les GB produites dans les chloroplastes améliorent
la tolérance des plantes au stress abiotique que celles produites dans le cytosol (Park et al.,
2007). 11 a été suggéré que les GB protegent le photosystéme II, stabilisent les membranes, et

atténuent les dommages oxydatifs (Chen et Murata, 2011).
P Les glucides (carbohydrates)

Les carbohydrates tels que les sucres (glucose, fructose, sucrose, fructanes) et I’amidon sont
accumulés en condition de stress abiotique (Parida et al., 2002). Leurs principales fonctions

comprennent 1’osmoprotection, 1’ajustement osmotique et le stockage de carbone.
o Les fructanes

Les fructanes sont accumulés par les plantes, principalement par les angiospermes, comme
substances de stockage qui peuvent étre mobilisées au cours des périodes de manque d'énergie
pour améliorer les besoins énergétiques (Hendry, 1993). Leur accumulation est avantageuse en
raison de leur solubilit¢ dans l'eau, leur résistance a la cristallisation a des températures de
congélation et le fait que la synthése des fructanes peut fonctionner a de basses températures
(Vijn et Smeekens, 1999 ; Livingston et al., 2009). Les fructanes stabilisent les membranes
(Valluru et Van den Ende, 2008) et pourraient indirectement contribuer a I'ajustement osmotique

lors de la congélation et de la déshydratation (Spollen et Nelson, 1994 ; Olien et Clark, 1995).
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o L'amidon

Dans la plupart des plantes, 1'amidon sert de stock principal des glucides et peut étre mobilisé
rapidement pour fournir des sucres solubles. La salinité et la sécheresse conduisent généralement
a une diminution de la teneur en amidon et a I'accumulation des sucres solubles dans les feuilles
(Todaka et al., 2000 ; Kaplan et Guy, 2004 ; Basu et al., 2007 ; Kempa et al., 2008). Ces sucres
qui s'accumulent en réponse aux stress peuvent fonctionner comme des osmolytes pour maintenir
la turgescence des cellules et ont la capacité de protéger les membranes et les protéines des

dommages du stress (Madden et al., 1985 ; Kaplan et Guy., 2004).
o Le tréhalose

Le tréhalose sert comme un osmolyte et osmoprotectant chez divers organismes (Crowe et al.,
1984 ; Hounsa et al., 1998 ; Paul et al., 2008). Il protége les membranes et les protéines dans les
cellules exposées aux stress (Garcia et al.,, 1997) et réduit ’agrégation des protéines dénaturées
(Singer et Lindquist, 1998). Cependant, chez la plupart des angiospermes, le tréhalose est présent
en quantités infimes qui sont augmentées modérément par le stress abiotique (Fougere ef al.,
1991 ; Garg et al., 2002 ; Rizhsky et al., 2004 ; Kempa et al., 2008). Le rdle précis de tréhalose

lors d'un stress abiotique n’est pas encore bien étudié (Krasensky et Jonak, 2012).
o Les oligosaccharides famille de raffinose

Les oligosaccharides de la famille du raffinose sont accumulés dans divers especes de plantes
soumises au stress abiotique (Castonguay et Nadeau, 1998 ; Gilmour et al., 2000 ; Taji et al.,
2002 ; Cook et al., 2004 ; Peters et al., 2007 ; Usadel et al., 2008). Cependant, leur role dans la

tolérance au stress n'est pas encore compris.
o Les polyols

Enfin, les polyols sont des alcools polyhydriques qui jouent un role dans I’osmorégulation en
condition de stress (Smirnoff et Cumbes, 1989 ; Bohnert et al., 1995). Ils sont impliqués dans la
stabilisation des macromolécules, le piégeage des radicaux hydroxyles et ’empéchement des
dommages oxydatifs des membranes et des enzymes (Smirnoff et Cumbes, 1989 ; Shen et al.,
1997). L'accumulation des polyols est corrélée avec la tolérance aux stress abiotiques chez

plusieurs especes des plantes (Stoop et al., 1996 ; Majee et al., 2004 ; Patra et al., 2010).
3.2.2. Mécanismes moléculaires de la tolérance au stress abiotique

Un grand nombre de génes et de protéines induites par le stress est identifié. La tolérance au
stress abiotique est une spécificité multigénique, un_nombre de genes codant des protéines
induites par le stress salin sont catégoriscs dans différent groupes fonetionnels: 1) métabolisme

du carbone et production de I’énergie, 2) constitution structural de /la'membrane et de la paroi
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cellulaire, 3) protéines des canaux hydriques, 4) transport des ions, 5) défense au stress
oxydative, 6) enzymes détoxifiantes, 7) protéinases, 8) protéines impliquées dans la
signalisation, 9) facteurs de transcription, 10) la synthése des solutés compatibles (Winicov,

1998).

De plus, le stress osmotique induit la synthése des protéines LEA (Late Embryogenesis
Abundant) dans les tissus végétatifs qui ont un réle fondamental dans la tolérance a la
dessiccation, la stabilisation des membranes et des structures en condition de sécheresse

(Thomashow, 1999).
3.2.3. Complexité de la réponse métabolique

Les ajustements métaboliques en réponse aux stress abiotiques sont dynamiques et multiformes
et dépendent non seulement du type et de la force de la contrainte mais aussi des variétés et des
especes végétales. Des analyses métabolomiques récentes ont montré que les plantes ont
développé toute une gamme de stratégies visant a adapter leur métabolisme aux contraintes
défavorables et que ’amélioration de la résistance au stress ne dépend pas sur un seul composé
ou un mécanisme (Parida et Das, 2005). Les plantes répondent au stress par un ajustement
progressif de leur métabolisme avec une réponse soutenue, transitoire, primordiale ou tardive des
altérations métaboliques. Certains changements métaboliques sont communs a un stress
abiotique, tandis que d'autres sont spécifiques (Rizhsky et al., 2004 ; Gagneul et al., 2007 ;
Urano et al., 2009 ; Lugan et al., 2010).

3.3. Effet de la symbiose mycorhizienne dans la tolérance des plantes aux stress

abiotiques

La symbiose MA améliore le développement des plantes en condition de stress abiotiques
(salinité, sécheresse, température ¢levée) (Hirrel et Gerdemann, 1980 ; Jindal et al., 1993 ;
Evelin et al., 2009 ; Arafat et Miransari, 2014) en impliquant des mécanismes physiologiques et
moléculaires peu connus (Garcia et al., 2014). Le principal mécanisme consiste en l'amélioration
de la nutrition phosphatée de la plante hote (Hanway et Heidel, 1952 ; Hirrel et Gerdemann,
1980 ; Al-Karaki, 2000) et en la modification de la balance K'/Na" (Rabie et Almadini, 2005 ;
Giri et al., 2007 ; Hammer et al., 2011 ; Garcia et al., 2014). Cet effet positif conduit a
I’amélioration du statut nutritionnel (P, N, Mg et Ca) et d’ajustement osmotique de la plante par
I’accumulation des solutés compatibles (Thomson et al., 1990 ; Porcel et Ruiz-Lozano, 2004 ;
Flowers et Colmer, 2008). De plus, la symbiose MA améliore [’utilisation hydrique et
photosynthétique par la plante hote. Elle augmente aussi l'activité des enzymes antioxydantes

afin de faire face aux ERO générées par la salinité¢ (Bompadre et al., 2014).
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Au niveau moléculaire, la symbiose MA régule l'expression des génes de la plante hote
impliqués dans la biosynthése des solutés compatibles, des génes codant pour des aquaporines et
des génes codant de nombreuses protéines d'embryogenese tardive. La régulation de ces geénes
permet aux plantes mycorhizées de maintenir le statut hydrique de leurs tissus (Porcel et al.,

2005 ; Jahromi et al., 2008 ; Porcel et al., 2012).

Ces études suggerent que la symbiose MA améliore la tolérance des plantes aux stress abiotiques
par la combinaison des effets nutritionnels, biochimiques, physiologiques et moléculaires

(Fig.13).
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Figure 13: Mécanismes impliqués par la symbiose MA dans I’amélioration de la tolérance des
plantes aux stress abiotiques. A: Partie aérienne. B: Partie racinaire. h: Hyphes, v:
Vésicules (Evelin et al., 2009).

3.4. Effet de la symbiose rhizobienne dans la tolérance des plantes aux stress abiotiques

De nombreux travaux montrent que I’inoculation avec les rhizobia améliore la tolérance des
légumineuses aux stress abiotiques (Mnasri et al., 2007 ; Bianco et Defez, 2009 ; Oufdou et al.,
2014). Cette amélioration dépend de I’efficience des partenaires symbiotiques. Les rhizobia ont
une gamme de tolérance au sel et a la sécheresse beaucoup plus élevée que celle de la plante hote
(Zahran, 2001). Ils peuvent tolérer jusqu’a 1000 mM de NaCl et 25% de PEG (Amrani ef al.,
2010). Ghittoni et Bueno (1996) ont rapporté que les rhizobia a croissance rapide sont plus

tolérants au sel que ceux a croissance lente.
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La tolérance des légumineuses aux stress abiotiques varie d’une espéce a I’autre et parfois d’une
variété a autre (Zahran, 1991 ; Aydi et al., 2004). En symbiose, la situation est plus complexe
puisqu’elle implique deux partenaires différents. En condition de salinité et de sécheresse, les
deux partenaires symbiotiques réduisent leur potentiel hydrique interne pour éviter la
dessiccation (Zahran, 1999 : Tonon et al., 2004). Dans le nodule, cette réduction induit des
changements adaptatifs : limitation de la croissance nodulaire, modification des structures
corticales et déclin des activités métaboliques. Ces changements menent a ’altération de la
fixation symbiotique de 1’azote (FSA) et en conséquence au déclin de I’efficacité symbiotique

(Mhadhbi et al., 2015).

De plus, La salinité affecte différentes étapes de I’interaction symbiotique et par conséquence le
nombre de nodules et la FSA sont réduits (Singleton et Bohlool, 1984). Rao et al., (2002) ont
rapporté que la FSA est plus touchée par la salinité que la croissance des légumineuses. En outre,
Payakapong et al., (2006) ont rapporté que I’activité des nodules est plus affectée par la salinité

que la nodulation, mais I’étape la plus sensible a ce stress est le processus infectieux.

3.5. Effet de la symbiose mycorhizienne dans la performance de la symbiose

rhizobienne en condition de stress abiotique

Les légumineuses ont la capacité d’établir les deux symbioses rhizobienne et mycorhizienne qui
agissent souvent synergétiquement en terme de taux d’infection, de la nutrition minérale et de la
croissance des plantes (Gueye, 1992 ; Amora-Lazcano et al., 1998 ; ElGhandour et Galal, 2002 ;
Jia et al., 2004 ; Chalke ef al., 2006). L’amélioration de la nutrition phosphatée des plantes par
les CMA favorise le fonctionnement de la nitrogénase des rhizobia, ce qui augmente la fixation
d’azote et par conséquence le développement des plantes et des CMA est amélioré (Johanson et
al., 2004). Ces derniers n’affectent pas seulement le développement quantitatif des nodules mais
ils peuvent aussi modifier la structure des bactéroides dans le nodule. Cependant, ces effets
dépendent de la colonisation MA des racines, du CMA lui-méme et de sa diversité. De plus, il
est admit que la symbiose MA peut atténuer 1’effet négatif de la salinité et de la sécheresse sur la

nodulation et la fixation d’azote (Ruiz-Lozano et al., 2001 ; Rabie et Almadini, 2005).

En conditions naturelles, les CMA et les rhizobia colonisent les racines des légumineuses
simultanément sans compéter pour le site d’infection. Cependant, dans certain cas, I’inoculation
préalable avec I'un des microsymbiotes peut réduire le développement de 1’autre (Duponnois et
al., 2008) probablement a cause de la compétition pour le carbone lorsque la photosynthése est

limitée (Bethlenfalvay et al., 1982).
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4. Présentation des plantes d’intérét

4.1. Acacia saligna

Acacia saligna (Labill.) H. L. Wendl, appelée aussi Acacia cyanophylla Lindl, acacia bleu ou
mimosa bleuté (Maslin, 1974 ; Seigler, 2002), est une légumineuse appartenant a la famille des
Fabacées, la sous famille des Mimosoidées et le genre Acacia. Originaire d’Australie
occidentale, elle a été introduite dans divers pays y compris 1’ Algérie en 1870 pour stabiliser des

dunes afin de controdler I’érosion (Tiedeman et Johnson, 2004).

A. saligna est un arbrisseau, multicaule et non épineux, de 2 a 5 m de haut et parfois un arbre de
8 m de haut avec un seul tronc d’un diamétre d’environ 30 cm. L’écorce est lisse, rouge-brun au
niveau des rameaux ou gris-foncé et fissurée pour les arbres agés (Fig. 14). Il est caractérisé par

une croissance rapide et par un enracinement puissant du type pivotant.

Figure 14 : Aspect d’Acacia saligna.
a: Arbre 4. saligna. b : Ecorce d’A4. saligna. ¢ : Feuilles d’A. saligna. d : Fleurs d’A. saligna.
e : Gousses d’A. saligna.

Le feuillage est constitu¢ de feuilles ou phyllodes polymorphes de couleur vert foncé a bleu-vert
avec une nervure centrale visible, longs, lancéolés droits ou falciformes, de 8-30 cm x 2-3 cm et
souvent plus grands a la base de I’arbre. L’inflorescence est en glomérules sphériques, de 25-78
fleurs jaunes vif, de 5 a 10 mm de diamétre portées par 1 a 13 pédoncules glabres, réunis en

racémes. La floraison s’étale, en régime méditerranéen, du mois d’avril au mois de mai (Bell,
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1999 ; Maslin et al., 2004). Le fruit est une gousse étroite, rétrécie entre les graines, de 3-14 cm
x 0,4-0,6 cm. Les graines sont oblongues de couleur brune verdatre froncées a noires, brillantes,
de 5-6 cm x 0,3-0,5 cm. Pour la propagation, cette espece rejette des souches et drageonne, une
caractéristique appréci¢e par les forestiers (pour la fixation des dunes) et les pastoralistes

(régénération apres brout et recépage) (Fig. 14).
4.1.1. Utilisation d’Acacia saligna

Acacia saligna a été utilisée dans les programmes de fixation des dunes et de réhabilitation des
sols dégradés et anthropisés (sabliere de Sidi Lakhdar - Algérie (Sekkour et al, 2007) et la
sabliere de Terga — Algérie (Mansouri et al.,, 2011) grace a son aptitude a fixer 1’azote
symbiotiquement et sa capacité de fertiliser des sols. Elle pousse sur différents types de sols,
tolere divers stress biotiques et abiotiques, sa croissance est rapide et permet de produire une
quantité importante de biomasse et d’humus (Albouchi ez al., 2001 ; Maslin et McDonald, 2004 ;
Akkari et al., 2008). Cette espece est utilisée ¢galement comme brise-vent, comme fourrage et
sert a fixer les rebords d’autoroute. Les phyllodes, les gousses et les graines sont riches en
protéines et ne sont pas toxiques pour les ovins et les caprins (Anon, 1955 ; Michaelides, 1979 ;
Crompton, 1992 ; Le Houerou, 2002). L’écorce est riche en tanins et en gommes qui pourraient
étre utilisés industriellement. De plus, elle peut servir comme bois d’énergie domestique et de
pate a papier (Fox, 1995 ; El-Euch, 2002) mais également comme arbre ornementale, d’ombre et

d’alignement.
4.1.2. Exigences climatiques et édaphiques d’Acacia saligna

Acacia saligna ne présente pas des exigences nutritionnelles et édaphiques particuliéres
(Witkowski, 1991a et b). Cette espece se développe mieux sur des sols sableux profonds, un
hiver tempéré et doux, une précipitation annuelle de 300-1000 mm mais elle peut survivre a des
précipitations annuelles inferieurs a 200 mm (Le Houerou, 1981 ; El Lakany, 1987) et une
température moyenne maximale de 23-36 °C et minimale de 4-9 °C mais elle souffre de
températures inférieures a -4°C (Crompton, 1992). Cette espece tolere des sols salins et alcalins
et embruns marins, cependant, elle ne supporte pas des sols squelettiques, peu profonds,

limoneux, trés salés et calcairo-sableux (Sheha, 1984 ; El-Euch, 2002 ; Burley, 2004).
4.1.3. Réponse d’Acacia saligna a la salinité et a la sécheresse

Acacia saligna présente une tolérance a la salinité et a la sécheresse (NAS, 1980 ; Brockwell et
al., 2005). Elle peut supporter des niveaux de salinité jusqu’a 500 a 1000 mS/m, en éliminant les

ions de chlorure de son phyllode (K'Otuto et al., 2001 ; Soliman et al., 2012). Albouchi et al.,
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(1997) ont montré que 3 mois de manque d’eau ne sont pas suffisant pour induire 1I’expression de
mécanismes de tolérance a la sécheresse chez A. saligna. Cependant, ils ont observé qu’en
condition de sécheresse extréme, cette espece révele une bonne tolérance, par I’accumulation de
solutés tels que la proline et les sucres solubles qui contribuent a la protection des systemes
enzymatiques et membranaires, permettant ainsi la poursuite des processus physiologiques et
biochimiques en condition de sécheresse sévere. Dans la nature, A. saligna tolere la sécheresse
grace a son systéme racinaire pivotant qui peut atteindre jusqu’a 15 m de profondeur (Hadri,

1980).

4.1.4. Les symbioses d’Acacia saligna

4.1.4.1. La symbiose rhizobienne

En 1961, Lange a rapporté qu’Acacia saligna est nodulée uniquement par des rhizobia a
croissance lente. Les rapports récents sur cette symbiose en Australie, le pays d'origine de
l'espece et en Afrique ou il est largement utilisé, ont montré que cette espéce peut étre nodulé par
des rhizobia a croissance rapide et lente appartenant aux genres Bradyrhizobium, Rhizobium,
Ensifer et Mesorhizobium. Cependant, il semble qu’A. saligna présente une préférence pour le
genre Bradyrhizobium (Barnet et al., 1985 ; Koreish et al., 1997 ; Hatimi ef al., 2001 ; Mansour
et al., 2003 ; Wolde-Meskel et al., 2004). En Algérie, des analyses des séquences de I’ARNr 16s
ont montré que les rhizobia associés a 4. saligna appartiennent aux genres Bradyrhizobium (B.
sp, B. Betae), Mesorhizobium (M. mediterraneum), Rhizobium (R. gallicum, R. sp) et Ensifer (E.
meliloti) (Amrani et al., 2010 ; Boukhatem et al., 2012).

4.1.4.2. La symbiose mycorhizienne

Comme la majorité des légumineuses, Acacia saligna forme une symbiose tripartite a la fois
avec les rhizobia et les CMA, mais non pas avec les champignons ectomycorhiziens (Hatimi et
al., 1999). Nasr et Diem (1987) ont montré qu’A4. saligna répond positivement a la colonisation
par Glomus mosseae dans un sol déficient en phosphore. Belay et al., (2013) ont détecté, en
Ethiopie, une diversité importante des CMA dans la rhizosphére d’A. saligna appartenant aux
genres Acaulospora (A. denticulata, A. faveata, A. rehmii, A. sp), Funneliformis (F. caledonius,
F. constrictus, F. geosporus, F. mossae), Claroideoglomus (C. claroideum, C. etunicatum),
Glomus (G. aggregatum, G. hoi, G. microaggregatum, G. sp), Rhizophagus (R. diaphanus),

Gigaspora (G. gigantea), Scutellospora (S. calospora), Pacispora (P. scintillans, P. occultum).
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4.1.5. Effet des symbioses sur la tolérance d’Acacia saligna a la salinité et a la

sécheresse

La tolérance d’Acacia saligna est attribuée ¢galement a sa capacité d’établir les deux symbioses
rhizobienne et mycorhizienne (Swelim et al., 2010). Hatimi et al., (1999) ont souligné le réle de
la souche Bradyrhizobium sp dans la tolérance d’A. saligna au sel en améliorant sa croissance et
sa nutrition. Cependant, une double inoculation avec cette souche et un mixte de CMA a induit
un effet positif supplémentaire en augmentant la tolérance de cette espece a la salinité. Ces
résultats sont confirmés par les travaux de Soliman ef al., (2012) qui ont montré que la double
inoculation rhizobium-CMA a permis a A. saligna de maintenir son ajustement osmotique
exprimé par une amélioration de la croissance, de la nodulation, de la nutrition minérale, du
contenu en chlorophylle, de la teneur en proline et par une réduction du sodium. Par ailleurs, en
période de sécheresse, les hyphes des CMA augmentent la surface d’absorption de I’arbre

permettant I’amélioration de son statut hydrique Song (2005).
4.2. Lotus creticus

Lotus creticus appartient a la famille des Fabaceae, la sous famille des Faboideae et le genre
Lotus. C’est une plante herbacée, rampante, vivace, couverte de petits poils et caractérisée par
une croissance rapide, sa hauteur adulte est de 20 a 30 cm. Les feuilles sont soyeuses, luisantes,
de couleur gris argent, composées, trifoliolées, avec deux stipules. Les fleurs sont plus grandes
que les feuilles, jaunes, zygomorphes, d’environ 1,5 cm de long avec un calice bilabié, des dents
latérales courtes, la floraison s’étend du mois d’avril au mois de juin en régime méditerranéen.
Le fruit est une gousse, droite ou un peu courbée, d’environ 2-5 cm et contenant des graines

sphériques, jaunatres de petites tailles (Fig. 15).
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Figure 15 : Aspect de Lotus creticus. a : pieds de L. creticus. b : Feuilles de L. creticus. ¢ : Fleurs de L.
creticus. d : Gousses de L. creticus.

© Santiago Gonzalez Torregrosa :http://www.apatita.com/herbario/Leguminosae/Lotus_creticus.html. 22/03/15,
11:32.

4.2.1. Utilisation de Lotus creticus

Lotus creticus joue un rbéle écologique important, elle est considérée comme une bonne
alternative pour la revégétalisation dans des conditions adverses en raison de sa croissance rapide
et son besoin'de peu d'eau (Cabot et Pages, 1997 ; Sanchez-Blanco et al., 1998). Pour fixer les
dunes cotiéres espagnoles dans le Parc Naturel Valencian Devesa de la Albufera, L. creticus a été
utilis¢ comme plante pionniere, en améliorant la structure du sol et en fournissant des inoculums
symbiotiques pour favoriser la succession végétale (Escaray et al/, 2010). En outre, par son port
rampant, cette espece diminue les effets des vents séveres méditerranéens accomplissant ainsi

une fonction primordiale dans la protection et la préservation des écosystémes (Escaray et al,
2010).

Sur le plan agronomique, L. creticus est utilisée en Tunisie comme fourrage, ou la salinité
impose une sérieuse menace pour la production de bovins (Rejili et al., 2006 ; Rejili et al.,

2009).
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4.2.2. Exigences climatiques et é¢daphiques de Lotus creticus

Lotus creticus est une plante de lumicre et pousse mieux quand elle n'est pas ombragée. Sa
période de croissance est d’avril a aolit, a un pH 5.6 a 7.5, avec un pH optimum de 6,5 (Charlton,
1973 ; William, 1988). La température est située entre 20 et 30 °C (Neffati, 1994) mais elle peut
supporter une température de 10 a 39°C. Pendant le temps de semis, la température doit étre au
moins supérieure a 15°C sinon la germination des semences et la croissance des semis sont
entravées. La croissance la plus rapide est remarquée en juin, lorsque la température pendant la
journée atteint 30°C (Charlton, 1973 ; William, 1988). Par contre, la croissance est ralentie

lorsque la température de l'air est proche de 40 °C.
4.2.3. Réponse de Lotus creticus a la sécheresse

Les plants de Lotus creticus ont montré des réponses d'adaptation assez différentes au déficit
hydrique (Sanchez-Blanco et al., 1998 ; Save et al., 1999 ; Morales et al., 2000 ; Franco et al.,
2002 ; Vignolio et al., 2005). Plusieurs auteurs rapportent I'influence du déficit hydrique sur la
photosynthese de cette espece (Flexas et al., 1998 ; Sanchez-Blanco et al., 2004 ; Lizana et al,
2006 ; Yu et al., 2007). Banon et al., (2004) ont montré que le stress hydrique a conduit a une
réduction de la partie aérienne et racinaire des plants de Lotus creticus. Le degré d'ajustement
osmotique atteint par les plants stressées est limité et insuffisant pour maintenir la turgescence et
la croissance des feuilles. D’autre part, ces plantes exposées a la sécheresse ont des densités plus
¢levées de stomates, trichomes des feuilles et le nombre de vaisseaux du xyléme des tiges et des

racines que les plantes cultivées dans les conditions optimales.

Blum (1997) a suggéré que la réponse observée dans les plants de L. creticus peut étre
considérée comme une caractéristique avantageuse qui aide a améliorer I'état hydrique de la
feuille. Cette réponse a été considérée comme un mécanisme d'évitement minimisant les pertes
d'eau lorsque les stomates sont fermés. Grammatikopoulos et Manetas (1994) et Morales et al.,
(2000) ont suggéré que les poils des feuilles d'espeéces méditerranéennes peuvent améliorer le

statut hydrique des feuilles en piégeant et en retenant l'eau superficielle.
4.2.4. Réponse de Lotus creticus au stress salin

Lotus creticus peut soutenir 100 mM de NaCl (Le Houérou, 1986) et jusqu’a 300 mM dans la
phase germinative (Rejili et al., 2006). Sanchez-Blanco et al., (1998) ont montré que la
croissance des jeunes plantes traitées avec 70 et 140 mM de NaCl est mieux que le controle
durant le premier mois et que les effets toxiques de Na" et CI sont apparus aprés une longue
période de stress salin. Cet aspect peut étre observé chez les halophytes ou la croissance est

stimulée par des concentrations modérées de sel appliquées pour une courte durée (Gorham,

1996).
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La production de biomasse et le développement de L. creticus sont affectés par la salinité,
cependant, cet impact dépend de la taille des plantes et son taux de croissance (Rejili et al.,
2007). L’effet néfaste de la salinité est exprimé par une réduction significative de la croissance
des organes aériens de L. creticus (Rejili et al., 2007a). Par exemple, les feuilles sont plus
touchées que les tiges et les racines, ceci est expliqué par une accumulation de la proline
relativement plus importante dans les racines que dans les feuilles pendant le stress salin (Rejili
et al., 2007a). Cette réponse peut étre considérée comme une caractéristique avantageuse qui

contribue a améliorer 1'état hydrique des feuilles de L. creticus sous stress salin.

Sanchez-Blanco et al., (1998) et Rejili et al., (2007a) ont montré que L. creticus accumulent les
ions Na" dans les feuilles. La corrélation significative entre la production de biomasse aérienne
et son contenu en Na' suggére que, pour L. creticus, la baisse de la croissance est due a la
toxicité ionique (Rejili et al., 2007). De méme, Sanchez-Blanco et al., (1998) ont rapporté que
traités avec 140 mM de NaCl, cette espece est incapable de séquestrer les ions de fagon efficace

ce qui a conduit a I'inhibition de la croissance.

Le maintien d’une nutrition potassique adaptée pour soutenir la croissance des différents organes
nécessite une bonne sélectivité dans les organes aériens, de 1’absorption, I'accumulation et du
transport des ions K par rapport aux Na'. Dans ce contexte, Rejili e al., (2007) ont montré que

L. creticus est fortement sélective pour les ions K.

4.2.5. Les symbioses du genre Lotus
4.2.5.1. La symbiose rhizobienne

Mesorhizobium loti et Bradyrhizobium sp sont traditionnellement considérées comme les
symbiotes typiques de Lotus sp. (Jarvis et al., 1982 ; Kaneko et al., 2000). Cependant, de
récentes études indiquent que les bactéries nodulant le lotus peuvent étre beaucoup plus
diversifiées (Escaray et al., 2011).

En étudiant la diversité des rhizobia nodulant L. tenuis dans les sols de la riviere Salado Basinin
en Argentine, Estrella e al., (2009) ont identifié des isolats liés a Mesorhizobium amorphae, M.
mediterraneum et M. tianshanense, un isolat 1i¢ a Aminobacter aminovorans et un important
nombre de souches liées a Rhizobium gallicum, R. etli ou R. tropici, espéces généralement
symbiotes de Phaseolus vulgaris. Lorite et al., (2010), ont identifi¢ plusieurs especes de
Mesorhizobium (M. tarimense, M. albiziae, M. tianshanense, M. charcoense, et M. Alhagi)

comme les rhizobia de Lotus dans des sols salins du sud de 1'Espagne.

Une caractérisation récente des rhizobia de Lofus sp endémique des iles Canaries a permis de
détecter au moins dix especes de genres: Mesorhizobium; Ensifer, Rhizobium et Agrobacterium
(Lorite et al., 2010). Dans le cadre'de cette étude, Ensifer meliloti bv. lancerottense a été

observée comme le symbiote preféré de Lotus sp des sols arides (Leon=Barrios et al., 2009).
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Zakhia et al., (2004) ont identifi¢ dans une région aride du sud de la Tunisie des souches
appartenant aux genres Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium et Bradyrhizobium qui sont
symbiotes de Lotus telles que L. creticus, L. argenteus et L. roudairei. Dans la méme région,
Rejii et al., (2013) ont isolés a partir des nodules de L. creticus et de L. pusillus des BNL

appartenant aux trois genres de Mesorhizobium, Rhizobium et Sinorhizobium.

4.2.5.2. La symbiose mycorhizienne
La diversité des CMA au niveau racinaire ou rhizospherique est analysée chez un nombre limité
d'espéces de Lotus. Sannazzaro et al., (2004) ont trouvé au moins huit modéles de colonisation
de CMA dans les racines de Lotus tenuis dans la riviére Salado Basinin en Argentine. Dans cette
¢tude, la souche la plus abondante Glomus intraradices est suivie par un morphotype qui semble
étre Glomus tenue. Scheublin et al., (2004) ont découvert un Acaulospora sp. et trois Glomus
spp. chez L. corniculatus dunaires. Une diversité importante de CMA dans la rhizosphére de L.
australis et L. pedunculatus, corrélé avec le niveau de colonisation racinaire et la fréquence des
hyphes extra-racinaires est rapportée par Tibbett et al., (2008). Sannazzaro et al., (2007) ont
observé une colonisation importante par les CMA chez L. creticus, une espéce dominante dans la
dune de la Devesa Valence en Espagne. Dans les prairies naturelles de Buenos Aires
(Argentine), caractérisées par des niveaux élevés de salinité du sol, L. tenuis a présenté des
niveaux ¢levés de colonisation racinaire et de la diversité des CMA (Sannazzaro et al., 2004 ;

Garcia et Mendoza, 2007).

4.2.5.3. Effet des symbioses sur la tolérance des lotiers a la salinité et a la
sécheresse

Outre la croissance, les CMA augmentent la tolérance des lotiers a la sécheresse, la salinité et
certains stress biotiques (Evelin et al., 2009 et Pozo et al., 2010). En condition de salinité,
Sannazzaro et al., (2006) ont observé chez L. tenuis inoculés avec Glomus intraradices, une
augmentation du rapport K™ / Na’, du contenant racinaire de K', de la chlorophylle et des
protéines comparativement aux plantes non inoculées.
Comme toutes les légumineuses, la symbiose rhizobienne avec les lotiers peut étre entravée par
le stress abiotique. Artursson et al., (2006) ont suggéré que la croissance des plantes pourrait étre
amélioré en condition de stress abiotique grace a des interactions synergiques entre les rhizobia
et les CMA. Chez L. pedunculatus, I’'inoculation simultanée avec une souche de rhizobium et la
souche Gigaspora margarita a entrainé une trés grande production de la biomasse
(Schoeneberger et al., 1989). Staley et al., (1992) ont montré que la réponse nodulaire de L.
corniculatus dans un sol non stérile a été augmentée par l'inoculation avec la souche Glomus
intraradices. Zuazo et al., (2009) ont rapporté que la salinité réduit le nombre de nodules chez

les plantes de L. tenuis, mais seulement chez les plantes non mycorhiziennes.
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1. La sabliére d’Ouled Boudjemaa

Dans la commune d’Ouled Boudjemaa, Daira d’ El Amria, wilaya d’Ain Témouchent, la sabliére
d’Ouled Boudjemaa est située a proximité du CW N°18 menant de Hassi El Ghella vers la plage
de Sassel, a 7,5 km a I’Ouest de Hassi El Ghella, a 10 km a nord d’El Malah, a 12,5 km au sud
Ouest d’El Amria et a 20 km au nord de la ville d’Ain Témouchent. La sabliére s’étend sur une

superficie globale de 05 hectares (Fig.16).

Figure 16 : Localisation de la sabliére d’Ouled Boudjemaa. (Google map 25/02/15,
13:15).

1.1. Climat et Température

Le site appartient a 1I’étage bioclimatique méditerranéen semi-aride tempéré chaud, class¢é CSA
d’aprés Koppen et Geiger. En absence d’une station météorologique a Ouled Boudjemaa, les
données météorologiques et climatiques d’El Amria, qui se trouve dans les conditions

géographiques plus ou moins comparable, sont utilisées (Fig. 17).
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Figure 17 : Variations de la température et des précipitations annuelles dans la région
d’Ouled Boudjemaa. http:/fr.climate-data.org/location/46694/ (08/02/14, 11 :21).
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D’apres la figure 17, on distingue une période pluvieuse allant d’octobre a mai avec une
pluviométrie annuelle moyenne de 412 mm. La température moyenne est de 18°C. Juillet et aotit
sont les mois les plus sec et chaud (1 & 2 mm de précipitation moyenne et 25°C de température
moyenne) et la température la plus basse se manifeste au mois de janvier (température moyenne

11.7°C).
1.2. Flore

Les principales formations végétales localisées dans la sabliére sont : le Pin d’Alep, le Thuya, le
Doum, le Chéne et des herbacées spontanées (lotier, thym...) et dans le but de revégétaliser une
partie de la sabliere, des arbres fruitiers, principalement le figuier, sont introduits par les

exploitants de la sabliere.

La sabliere d’Ouled Boudjemaa est entourée par des terrains a vocation agricole ou la culture est
dominée par la céréaliculture, I’arboriculture fruitiere, les légumes secs et les cultures

fourrageres.
2. La sabliere de Terga

La sabli¢re du littorale Terga est une partie d’'un ensemble de plusieurs générations de dunes
superposées datées du calabrien a I’holocéne (Thomas, 1985), élevée a 70 m (Ghodbani, 2008).
Elle est située sur le littoral ouest algérien a I’embouchure de I’oued El Malah a environ 7 km du
village de Terga situé¢ dans la wilaya d’Ain Témouchent. De forme globalement triangulaire, le
site de la dune est limité au nord par I’Oued El Malah et le CW26, a ’ouest par le CW20 la

séparant de la plage du méme nom et au sud-est par un plateau (Fig. 18).

Elle s’étend sur une superficie d’environ 120 ha et fait I’objet d’une exploitation pour le

prélevement de sable depuis 1941(Ghodbani, 2008).

Figure 18 : Localisation de la sabliére de Terga. a : http://www.wilaya ain temouchent
.dz/carte/images/cartel .jpg. 25/02/15, 10:41, b : image par satellite (Google map. 25/02/15, 16:23).
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2.1. Climat et Température

Le site appartient a I’étage bioclimatique méditerranéen semi-aride tempéré chaud, class¢é CSA
d’aprés Koppen et Geiger. Il est caractérisé par des périodes pluvieuses irrégulicres et

importantes allant d’octobre a mai avec une pluviométrie annuelle moyenne de 405 mm (Fig.19).

La température annuelle moyenne est de 18,2°C. Juillet et aolt sont les mois les plus secs et
chauds (précipitation moyenne de 1 a2 mm et température moyenne de 25°C) et janvier est le

mois le plus froid avec une température moyenne de 12,3°C (Fig. 19).
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Figure 19 : Variations de la température et des précipitations annuelles dans la région de
Terga. (http://fr.climate-data.org/location/409935/) (07/02/14, 19 :00).

2.2. Flore

La sabliere de Terga était un support d’une flore intéressante dont 51% du couvert végétale fut
supprimé a cause de I’extraction du sable. En effet, elle est caractérisée par des rides allongées
ouest-est, plus ou moins couvertes par une végétation naturelle, tandis que les fonds sont cultivés
(arboriculture, vigne ou labours). Sur le cordon dunaire, la végétation couvre les zones ouest et
sud, elle devient claire ou presque inexistante sur les sommets et dans toute la partie nord 1a ou
se pratique D’extraction du sable. Les espéces dominantes restent de type psammophile,
résistantes a la salinit¢ (Ghodbani, 2008). Les especes végétales recensées avant I’exploitation

sont présentés dans le tableau suivant :
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Tableau 2 : Espéces végétales recensées dans la sablicre de Terga avant ’exploitation du sable.

Asteriscus maritimum

Peu abondante

Ammophila arenaria

Peu abondante

Lobularia maritima

Peu abondante

Lotus creticus

Peu abondante

Polygonum maritimum

Peu abondante

Crucianella maritima

Peu abondante

Orlaya maritima

Peu abondante

Cakile maritima

Peu abondante

Carpobrotus edulis

Peu abondante

Cynodon dactylon

Peu abondante

Plantago sp.

Peu abondante

Erigeron canadensis

Peu abondante

Pancratium maritimum

Peu abondante

Urginea maritima

Peu abondante

Juniperus phoenicea

Abondante

Juniperus oxycedrus

Abondante

Ephedr afragilis

Peu abondante

Pistacia lentiscus

Abondante

Phillyreaan gustifolia Abondante
Retama monosperma | Reboisement
Acacia cyanophylla Reboisement

Atriplex halimus

Pas abondant

Phragmites communis

Abondante

Arundo donax

Abondante

Typha latifolia

Peu abondante

Rhamnus lycioides

Peu abondante

Ricinu scommunis

Peu abondante

Salicornia arabica

Peu abondante

Inula viscosa

Peu abondante

Datura stramonium

Peu abondante

Halogeton sativus

Peu abondante

Chenopodium sp.

Peu abondante

Daphne gnidium

Peu abondante

Glaucium corniculatum

Peu abondante

Helichrysum stoechas

Peu abondante

Salsola kali

Peu abondante

Arthrocnemum indicum

Peu abondante
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3. Lesite salin de Terga (Ain Témouchent)

Le site salin de Terga désigné par SST est rattaché a la commune de Terga, Daira d’El Malah,
wilaya d’Ain Témouchent. Il est situé, a 35°26'04.0" nord et 1°11'12.8" ouest, a une distance de
2,7 km du village Terga via le CW N°26 (Fig. 20). Ce site, situé entre le village et la sabliere de
Terga, partage les données météorologiques et climatiques avec la sabliere de Terga (cf. 2.1).

Le sol est salin et imperméable, ceci a favorisé la dominance de 1’halophyte Arthrocnemum

macrostachyum (Fig. 20).

Figure 20 : Localisation du site salin a Terga (SST), Ain Témochent. 1, 2 : Image par satellite
(Google map). 3:Arthrocnemum macrostachyum au site salin de Terga (SST), Ain
Témouchent.

4. Ain Skhouna (Saida)

Ain Sekhouna, aussi typographiée Ain Skhouna, est une commune dans la daira d’El Hassasna
de la wilaya de Saida en Algérie (Fig. 21). Elle est située a environ 100 km au sud-est du chef-
lieu de la wilaya de Saida, a 995 metres d'altitude, a 34° 30' 19" nord de latitude et a 0° 50' 59"
de longitude. Elle s’étend sur une superficie de 404,04 dont 15% est occupée par la sebkha, elle
compte une population de 7 129 habitants (ONS, 2008).
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B Orangal

Figure 21 : Localisation de la commune d’Ain Skhouna de Saida en Algérie. Image par
satellite (Google map, 25/02/15, 13 :08).

4.1. Climat et Température

Classée zone humide par la convention internationale "RAMSAR" en 2001, Ain Skhouna est
caractérisée par un climat de steppe, classée BSk d’apreés Koppen et Geiger. Tout au long de
'année, il y a peu de précipitations avec 306 mm en moyenne qui peut atteindre 34 mm en
moyenne aux mois de mars et de novembre. Le régime thermique de la région est caractérisé par
des températures €levées en €té et relativement basses en hiver avec 15°C en moyenne. Juillet est
le mois le plus sec et chaud (5 mm de précipitation moyenne et 26,1°C de température moyenne)
favorisant aussi une forte évaporation. Les basses températures se manifestent au mois de janvier

avec une température moyenne de 5,8°C (Fig. 22).

g Altitude: 998m Climar ! BSk "C: 15.0 miE 200 i
Cla GO

Figure 22 : Variations de la température et des précipitations annuelles dans la région

d’Ain Skhouna. http:/fr.climate-data.org/location/340765/ (27/01/14, 10:58).
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4.2. Flore

Cette région recéle, selon la Conservation des foréts, une flore trés fragile dont certaines espéces
salines, endémiques rares ou en voie de disparition, en plus des plantes médicinales tres
répandues dans la région. On y trouve par exemple Artemisia, Peganum, Typha, Alfa, Atriplex,

Salicornia etc. Cette flore steppique favorise le pastoralisme.

Il existe aussi la forét relique de pin d'Alep ou la forét humide de tamarix, sous forme de
broussailles dispersées dans la partie sud-ouest de la zone d'épandage d’Ain Skhouna jusqu’au
chott salé, qui flotte sur les eaux thermales provenant de la source chaude d’Ain Skhouna. Cette
forét humide héberge le Fuligule nyroca et la Sarcelle marbrée deux anatidés classés sur la liste
rouge de 'UICN (L'Union Internationale pour la Conservation de la Nature) comme espéces

d’oiseaux vulnérables.
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1. Isolement et diversité des CMA dans les sols dégradés
1.1. Choix des sites et préléevement des échantillons

Dans le but de comparer I’effet des CMA des sols salins avec ceux isolés de la rhizosphere de
Lotus creticus et Acacia saligna sur la tolérance de ces deux especes végétales au stress

abiotique, quatre sites dégradés sont choisis (Fig. 23, 24).

P Le premier site est la sabliere de Terga (Ain Témouchent), les échantillons sont prélevés de la
rhizosphére d’Acacia saligna, ce sol est nommé (AT: Acacia de Terga) et de la rhizosphere

de Lotus creticus (LT: Lotus de Terga).

P Le deuxieme site est une seconde sablicre dans la région d’Ouled Boudjemaa a Ain
Témouchent, les prélevements sont effectués dans la rhizosphére de Lotus creticus (LB :

Lotus d’Ouled Boudjemaa) seule des deux espéces présente.

P Le troisiétme et le quatrieme site sont des sites salins dans la région de Terga a Ain
Témouchent et la région d’Ain Skhouna a Saida. Les sols sont nommés respectivement SST
(Sol Salin de Terga) et 3S (Sol Salin de Saida). Les échantillons de sol sont prélevés de la
rhizosphére d’Arthrocnemum macrostachyum, plante dominante et caractéristique de ces sols

salés.

300 km

200 mi

Figure 23 : Localisation des sites de prélévement des échantillons. 1 : Ain Témouchent, 2 :
Saida, 3 : Terga (Ain Témouchent), 4 ; Ouled Boudjemaa (Ain Témouchent), 5 : Ain
Skhouna (Saida).
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Les échantillons de sol et de racines fines, d’au moins cinq plantes choisies au hasard, sont
collectés a une distance de 50 cm et sur une profondeur de 0-20 cm. Les prélévements de sol
sont homogénéisés pour obtenir un échantillon représentatif pour chaque plante puis aérés et
conservés a température ambiante dans des sachets en plastique jusqu’a leur utilisation. Les
¢chantillons de racines sont conservés dans une solution d’éthanol/glycérol/eau distillée (1 :1 : 1)

(Ducousso, 1991) jusqu’a leur utilisation.

Figure 24 : Espcces végétales choisies pour les prélévements des échantillons dans les sites de
prélévements.

1.2. Analyses physico-chimiques

Les analyses physiques et chimiques du sol sont réalisées au laboratoire de microbiologie et des

analyses de sol de I’école nationale supérieure d’agronomie a Alger.
1.2.1. Analyse granulométrique

L’analyse granulométrique est réalisée pour définir la texture du sol, expliquer ses propriétés
physiques (le comportement vis a vis de I’air, de 1’eau et des racines) et pour évaluer sa stabilité
structurale (la solidité¢ de la structure du sol et sa résistance aux agents de dégradation). Le
principe de cette analyse est de classer les ¢léments du sol d’apres leur grosseur et de déterminer

le pourcentage de chaque fraction (sable, limon, argile) (Rouiller et al., 1994).

La granulométrie est déterminée par la méthode de la pipette de Robinson. La terre fine tamisée,
avec un tamis a mailles de 2 mm, est utilisée. La matieére organique est éliminée par H,O, et la

durée d’exposition dépend de la teneur en matiere organique (24h a 48h). Les particules
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minérales sont ensuite dispersées a 1’aide d’un dispersant alcalin 1’hexametaphosphate de
sodium. Les particules grossieres de diametre supérieur a 50 mm sont séparées par tamisage et
les particules moyennes et fines sont obtenues par la mesure de la vitesse de sédimentation. La

texture de sol est définie d’apres le triangle des textures (Annexe 1).

1.2.2. Mesure du pH
Le principe consiste & mesurer le pHe,y d’un mélange de 20 g de terre fine (séchée a I’air) avec
50 ml d’eau distillée. Le contenu est agité pendant quelques minutes puis filtré a travers un

papier filtre. Le pH du filtrat est ensuite mesuré a 1’aide d’un pH-métre aprés une bréve agitation

(Callot-Dupuis, 1980).

1.2.3. Mesure de la conductivité électrique
Elle consiste a déterminer la conductivité électrique (CE) du mélange eau/sol pour déterminer le
niveau de la salinité du sol. Un mélange de 1/5 du sol avec 4/5 d’eau distillée est agité quelque
minute, ensuite la solution est chauffée a 25°C (T), une premicre lecture est réalisée a cette
température (CT) a I’aide du conductivimetre, puis chauffée a 35°C (T’) et une deuxi¢me lecture

est réalisée (CT’) (Aubert, 1978).

Le coefficient de température B est calculé comme suit :

B=(CT’-CT) x100 / (T’~T) x CT.

La conductivité électrique est exprimée en milli Siemens (mS) et le degré de la salinité du sol est

¢valué en se référant aux normes internationales de la salinité (annexe 2).

1.2.4. Mesure de I’azote total
La méthode suivie est celle de Kjeldahl (1883). Elle consiste a une digestion acide du sol suivie
d’une distillation. Le sol est traité avec 1’acide sulfurique (H.SO4) dans un rapport sol/solution
1/20 en présence d’un catalyseur le sélénium. La distillation est réalisée par I’entrainement de la
vapeur en présence de 40 ml de NaOH 1 N et le distillat est recueilli dans 20 ml d’acide borique
et 4 gouttes de rouge de méthyle. A la fin, le titrage est fait avec I’acide sulfurique 10N. Les

quantités d’azote total mesurées sont comparées avec les normes universelles (annexe 3).

1.2.5. Mesure du phosphore assimilable
L’extraction est réalisée dans une solution de bicarbonate de sodium 0,5 N ajusté a pH 8,5 dans
un rapport prise d’essai/volume d’extraction (m/v = 1/20). Le dosage est basé sur la formation et
la réduction d'un complexe formé par I'acide phosphorique et 1'acide molybdique. Le complexe
phospho-molybdique, sous I'effet de la chaleur et en présence d'acide ascorbique développe une
coloration bleue dont l'intensité est proportionnelle & la concentration de la solution en
orthophosphate (Olsen, 1954). Les quantités de phosphore assimilable mesurées sont comparées

avec les normes universelles (annexe 4).
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1.2.6. Carbone totale et matiére organique

La teneur en matiere organique totale du sol est obtenue généralement par la mesure de la teneur
en carbone. Le rapport matiére organique/carbone est estimé a peu prés constant et égal a
MO/C=1,72 (Anne, 1945).

Le carbone de la matiére organique est oxydé par un mélange de bichromate de potassium et
d’acide sulfurique (H,SO4). On admet que I’oxygéne consommé est proportionnel au carbone
que ’on veut doser. L’exces de bichromate inutilis¢ dans la réaction est dosé par le sel de Mohr.
Les quantités de la matieére organique mesurées sont comparées avec les normes internationales

(annexe 5).

1.3. Estimation du degré de la colonisation MA naturelle des racines

Pour révéler les structures fongiques, les échantillons de racines sont préparés suivant le
protocole de Phillips et Hayman (1970). Les racines bien lavées sont mises dans du KOH a 20%
pendant 20 minutes a 90°C. Elles sont par la suite abondamment rincées a I'eau et trempées dans
une solution de HCl a 1% pendant 5 minutes. Les racines ainsi éclaircies sont colorées dans une
solution de bleu Trypan a 0,05% dans du Lactophénol pendant 15 minutes & 90°C. Les racines
traitées sont découpées en fragments d'environ un cm de longueur. Vingt a trente fragments, en
triplicata, choisis au hasard sont montés et écrasés entre lame et lamelle dans du glycérol en
raison de 10 fragments par lame (chaque triplicata représente une plante). Les fragments sont
observés au microscope photonique pour calculer les quatre paramétres de la colonisation MA
(Trouvelot et al., 1986) :

® F: Fréquence de colonisation

F% = (nombre de fragments mycorhizés / nombre des fragments totaux) * 100.

© M: Intensité de colonisation développée dans le systéme racinaire entier ;

M% = (95n5+70n4+30n3+5n2+n1)/ (nombre des fragments totaux).

n5 = nombre de fragments notés 5; n4 = nombre de fragments 4 etc. (annexe 6)

® a: Teneur arbusculaire de la colonisation dans la partie endomycorhizée du systéme

radiculaire : a% = (100mA3+50mA2+10mA1)/100

mA3= ((95n5A3+70n4A3+30n3A3+5n2A3+n1A3) / nombre des fragments mycorhizés) * 100 / m

%m = M*(nombre des fragments totaux)/ (nombre des fragments mycorhizés)

© A: Teneur arbusculaire de la colonisation ramenée au systéme radiculaire entier :
A% =a * (M/100).
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1.4. Piégeage des endomycorhizes
La méthode de piégeage de Morton (1992) et Walker (1992) est utilisée pour la mise en évidence
de la diversité¢ des CMA dans les sites d’étude. Elle consiste a cultiver une plante-pi¢ge dans un
substrat pauvre en ¢léments nutritifs et utiliser comme inoculum le sol des sites contenant des
propagules viables (spores, hyphes et fragments de mycorhize).
L’inoculum est constitu¢ du sol rhizosphérique contenant des racines des plantes d’intérét
coupées en petits fragments et soigneusement mélangées avec ce sol.
Le substrat est constitué¢ du sable autoclavé trois fois a 120 °C pendant une heure pour éliminer
tout risque de contamination par d’autres champignons.
L’inoculum est mélangé (1:1 v/v) avec du substrat sableux autoclavé. Ce mélange est ensuite
transféré dans des pots en plastique de 1 1 de volume, préalablement lavés et désinfectés a 1’eau
de Javel. Ils sont remplis a moiti¢ avec du substrat sur lequel sont déposés 200 g d’inoculum; le
tout est ensuite recouvert de substrat afin de limiter les risques de contamination. Deux
répétitions sont réalisées pour chaque sol. Un témoin sans inoculum est réalisé dans les mémes
conditions avec seulement du substrat autoclavé afin de vérifier que les conditions de culture soit
exemptes de contaminants MA.
La varié¢t¢ de mais HYBRIDE PICO est utilisée comme plante piege. Les graines sont
désinfectées avec de I’hypochlorite du sodium 12°Chl pendant 15 min et rincées abondamment
avec de I’eau distillée stérile. Les graines désinfectées sont incubées a 25°C a I’obscurité, apres
trois jours, le semis est effectué a raison de trois plantules par pot qui sont ensuite fermés avec

un couvercle perforé (Film alimentaire) pour I’émergence des jeunes plants (Fig. 25).

Figure 25 : Dispositif expérimental de la méthode de piégeage Morton (1992) et Walker (1992).

a : Plantules de mais apreés trois jours de germination. b : Plantules de mafis transplantées.
Les pots sont arrosés quotidiennement avec de I’eau distillée stérilisée. La fertilisation n’est
appliquée que lorsque les plantes montrent des signes de carence en phosphore ou en azote, en

utilisant la solution nutritive de Hoagland et Arnon (1938) (annexe 7).

Les pots sont déposés en chambre de culture controlée (une température de 25°C + 1 et une

photopériode del6 heures). Apres 42 jours de culture, les plants de mais sont dépotés, leur
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hauteur est mesurée, le systéme racinaire est utilis¢ pour I’estimation du taux de colonisation
MA et le substrat de chaque sol est récolté, séché a température ambiante pour I’extraction et la
caractérisation phénotypique des spores.
1.5. Extraction des spores

Elle est effectuée sur la base de la méthode de tamisage humide décrite par Gerdemann et
Nicholson (1963). Nous avons procédé au délayage d’un échantillon de 100 g de sol sec,
provenant des échantillons issus du piégeage et prélevés directement des sites d’études, dans
1000 ml d’eau de robinet. Ce mélange sol-eau est agité pendant 1 minute puis laiss¢ a décanter
pendant 15 a 30 secondes. Le surnagent est filtré a travers trois tamis superposés a mailles
décroissantes (500-200-50 pm de diameétre).

Pour optimiser le rendement, cette étape de mise en suspension suivie de tamisage est répétée au
moins trois fois. Les particules retenues par le tamis de 50 um uniquement sont recueillies dans
des tubes de centrifugation remplis a 1/3 d’une solution de saccharose a 60% (p/v) afin de
concentrer les spores et de réduire la présence des particules de sol et des fragments racinaires
(Daniels et Skipper, 1982). Ces tubes sont soumis a une centrifugation a 1750 r/m pendant 5
minutes a 4°C. Les spores et les particules restées en suspension dans la solution de saccharose
sont récupérées dans un tamis de 50 pm d’ouverture de mailles puis rincées avec de 1’eau de
robinet pour éliminer le saccharose et éviter les phénomenes de plasmolyse. Les extraits ainsi

obtenus sont conservés a 4°C pour I’observation, le comptage et tri morphologique des spores.

1.6. Dénombrement des spores
La suspension sporale récupérée est déposée dans une boite de Pétri pour faciliter le comptage
des spores sous une loupe binoculaire. Le nombre moyen de spores est exprimé pour 100g de sol

sec et I’abondance relative des spores (ARS) est calculée comme suit :

ARS= [(nombre total des spores observées d’une espéce / nombre total de spores
ohserves dans le site concerné) x 1001.

1.7. Caractérisation et tri morphologique des spores

Les spores sont extraites du sol issu du piégeage pour les sols LT (Lotus creticus de Terga), AT
(Acacia saligna de Terga) et LB (Lotus creticus de Ouled Boudjemaa) ou bien prélevé
directement du champ pour les deux sols salins SST et 3S. Ces spores sont examinées sous une
loupe binoculaire et la caractérisation morphologique est effectuée au microscope photonique
MOTIC version 2.1 reliée a un ordinateur. Les morphotypes sont classifiés selon leurs
caractéristiques morphologiques : couleur, forme, taille, bulbe suspenseur et nombre de
membranes de séparation etc. La distinction et la description des espéces sont réalisées en se
référant a la clé d’identification d’International Culture Collection of Arbuscular and Vesicular-

Arbuscular Mycorrhizal Fungi (INVAM) (http//www.invam.caf.wvu.edu/).
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1.8. Analyse statistique

Toutes les valeurs des différents tests représentent la moyenne de trois répétitions. Les résultats
sont sujets a une analyse de variance multivariée en utilisant le logiciel SPSS 8,0. Les moyennes

sont comparées par le test de comparaison multiple de moyennes selon le test de Tukey.

Une simulation des différents parametres MA est réalisée par le logiciel STATISTICA 7.1 afin
de ressortir I’effet région, sol, site et espéce végétale. Ainsi divers représentations graphiques
sont réalisées a 1’aide de ce logiciel y compris I’analyse en composante principale dans le but de

représenter graphiquement la variabilité des facteurs MA et les caractéristiques du sol étudiés.

La diversité des CMA dans les différents sites est appréhendée a 1’aide des indices de diversité

de Shannon et Weiner (1949) et d'équitabilité de Pi¢lou (1966) qui sont calculés comme suit :

=-Y Ni/Nlog2 (Ni/ N)

H= indice de diversité de Shannon, Ni= effectif des individus du genre i dans une catégorie donnée, N=
effectif total des individus de tous les genres dans une catégorie donnée, Log2 = logarithme a base 2.

E=H/log2 S

E= Indice d'équitabilité de Pi¢lou, H= Indice de diversité de Shannon, S= nombre total des espéces,
Log2 = logarithme a base 2.
2. Préparation de I’'inoculum MA
Les spores isolées les plus représentatives de chaque sol sont cultivées et multipliées en
association avec une plante mycotrophe (mais ou sorgho), ensuite les isolats sont sélectionnés,
toujours en association avec une plante mycotrophe (le sorgho), vis a vis des stress salin et
hydrique, pour I'utilisation ultérieure des isolats efficaces dans I’inoculation d’Acacia saigna et

de Lotus creticus.

2.1. Culture monosporale
Les spores extraites (cf. 1.5) sont soigneusement sélectionnées, lavées et les spores de chaque
espece cible sont recueillies manuellement a I'aide d'une pipette Pasteur et conservée a 4°C. Ces
spores sont examinées tous les jours et supprimées s’il y a tout changement morphologique

(perte du contenu, effondrement et changement de couleur) ou une suggestion de parasitisme.

Les cultures monosporales des spores MA les plus représentatives sont réalisées en plagant une
spore représentative de chaque morphotype a I’extrémité des racines de mais qui sont cultivées
une semaine dans des petits pots contenant 300g de sable stérile. Les plantes sont cultivées en
chambre de culture contrdlée (une température de 25 °C =+ 1 et une photopériode de 16 heures).
Aprés deux mois de croissance, la colonisation MA des racines de mais et la sporulation sont

vérifiées.
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2.2. Production de I’inoculum MA

L'inoculum constitue la forme sous laquelle le CMA sera apporté¢ a la plante. Il s'agit

généralement d'une culture pure du CMA cible.

Les techniques de production de l'inoculum fongique différent des techniques de culture en pot
(Brundrett et Juniper, 1995) aux techniques actuellement utilisées, telles que la production on-
farm (Sieverding et Barea 1991; Douds et al, 2005a, b, 2006), technique du film nutritif (Mosse
et Thompson, 1984), les cultures aéroponiques (Jarstfer et Sylvia, 1995) et axénique (Fortin et

al., 2002).

La technique la plus utilisée pour augmenter le nombre de propagules consiste en la
multiplication des champignons MA sur une plante hote mycotrophe appropriée dans un sol

stérilisé en utilisant des cultures en pot.

Pour chaque morphotype, I’inoculum est constitué du sol et des racines de mais issus de la
culture monosporale. Les racines coupées et le sol sont mélangés avec du sable autoclavé 3 fois a
120 °C pendant 1h. Le mélange sol/racines est ensuite transféré dans des pots en plastique, d’une

contenance de 200g, désinfectés préalablement a I’eau de Javel.

Le sorgho (Sorghum sudanense) est utilis€ comme plante-piége en raison de sa croissance rapide
et son caractére mycotrophe marqué. Les graines de sorgho sont désinfectées comme c’est décrit
précédemment, puis rincées abondamment a 1’eau distillée stérile afin d’¢éliminer les traces du
désinfectant. Le semis est effectué¢ a raison de cinq graines par pot, les cultures sont réalisées
pendant deux mois, dans une chambre de culture contrdlée sous les mémes conditions de culture

décrites précédemment.
2.3. Sélection des morphotypes vis-a-vis du stress salin et hydrique

La performance de tous les isolats est testée en association avec le sorgho (Sorghum sudanense)
en conditions de stress salin et hydrique ou I’effet de I’inoculation est évalué par comparaison
avec un témoin non inoculé stressé et 1’effet de la salinité est évalué par comparaison avec un

témoin non inoculé et non stresseé.

Pour chaque morphotype, I’inoculum est constitu¢ de 1g de racines de sorgho récoltées aprés 2
mois de croissance, présentant un taux de mycorhization (F%) qui dépasse 50% et 11g de sol

issus de la culture de multiplication des propagules.

Les essais sont conduits dans une chambre de culture contrdlée (une température de 25°C £ 1 et
une photopériode de 16 heures) avec trois répétitions par isolat a raison de 5 plantes par pot. Les

plants sont arrosés quotidiennement avec I’eau de robinet stérile.

56



Méthodologie

Aprées un mois de croissance et aprés une vérification de la mycorhization des plants inoculés, le
stress est appliqué suivant le protocole de Keunho Cho (2005) qui consiste en I’exposition des
plants a un stress salin pendant sept jours (NaCl 40 mM et 80 mM) suivi d’un stress hydrique
pendant cinq jours appliqué par suppression de I’arrosage (Fig. 26). Afin d’éviter la
concentration du sel dans les différents traitements, un arrosage a 1’eau est effectué le quatriéme

jour du début de stress salin (Keunho Cho, 2005).

Eau de
robinet

A I R Y A
=TT —)

Un mois de croissance (eau du robinet stérile) || solution de NaCl de 40 mM NaCI80mM {[ 5 jours de sécheresse

Figure 26 : Schéma explicatif de ’application des stress salin et hydriques chez le sorgho
inoculé avec les différents isolats MA.

La biomasse seéche des plants de sorgho est déterminée. Elle est obtenue aprés un passage a
I’étuve @ 70°C pendant 72 h. 1 g des racines fraiches est prélevé pour évaluer le taux de

colonisation MA sous stress.
2.4. Analyse statistique

Les résultats sont sujets a une analyse de variance multivariée en utilisant le logiciel SPSS 8,0.
Les moyennes sont comparées par le test de comparaison multiple de moyennes selon le test de

Tukey.

Une ANOVA et une simulation des différents paramétres MA sont réalisées par le logiciel
STATISTICA 7.1 afin de ressortir I’effet région, sol, site et espeéce végétale. Ainsi, a ’aide de ce
logiciel, les différentes données du poids sec ont subi une analyse statistique par classification
d’ascendante hiérarchique. Les résultats obtenus sont représentés graphiquement en
dendrogramme dont les individus sont alignés sur I’axe des abscisses. Les individus considérés
comme similaires ou proches sont regroupés dans le méme groupe alors que ceux qui sont

considérés comme différents sont rassemblés dans des groupes distincts.
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3. Effet des symbioses mycorhizienne et rhizobienne dans la tolérance d’Acacia saligna et

de Lotus creticus au stress salin

3.1. Matériel fongique
L’inoculum MA utilisé¢ dans cette partie comprend les CMA isolés préalablement au cours de
cette étude a partir des cinq sites.
Un isolat MA représentatif de chaque sol, sélectionné sur la base de leur performance vis-a-vis
du stress salin et hydrique (cf. 2.3), est utilisé¢ pour I’inoculation des plants d’Acacia saligna et
de Lotus creticus comme suit:

o Sol AT (Acacia saligna de Terga) : AT6.

e Sol LT (Lotus creticus de Terga) : LT3.

e Sol LB (Lotus creticus de Ouled Boudjemaa) : LB2.

e Sol 3S (Arthrocnemum macrostachyum de Saida) : 3S6.

e Sol SST (Arthrocnemum macrostachyum de Terga) : SSTS.

L’inoculation mixte correspond en I’utilisation de touts les CMA des différents sols.

3.2. Matériel bactériologique
Deux souches de rhizobium sont utilisées dans 1’inoculation des plants d’Acacia saligna et de
Lotus creticus.
La souche Rhizobium leguminosarum (S4) (Fig. 27), de la collection du laboratoire de
Biotechnologie des Rhizobia et Amélioration des Plantes, est utilisée pour I’inoculation des
plants d’Acacia saligna. Elle est isolée des nodules de cette derni¢re dans la sablieére de Terga et
son pouvoir infectieux a été testé sur cette espece.

La souche ORS1410 (Fig. 27), Ensifer sp. (Merabet et al., 2010), est une souche de référence

isolée des nodules de Lotus creticus en Tunisie et son pouvoir infectieux a été testé sur cette

espece (Zakhia et al., 2004).

o
g -

Figure 27 : Aspect des souches de rhizobium sur le milieu YEM. a : Ensifer sp. (ORS1410) aprés
cinq jours de croissance. b : Rhizobium leguminosarum (S4) aprés deux jours de croissance.

3.3. Matériel végétal P~

[

Le matériel végétal ayant fait I’objet de notre étude concerne les espélc'ire% Acacia saligna et Lotus

creticus dont les graines sont récoltées de la sabliere de Terga Ain Témouchent (Fig.28).
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Figure 28 : Gousses et graines d’Acacia saligna (1) et de Lotus creticus (2) récoltées de la
sabliere de Terga Ain Témouchent.

3.4. Inoculation des plants
Les graines scarifiées avec 1’acide sulfurique 97% pendant 90 min pour Acacia saligna et 30 mn
pour Lotus creticus, sont rincées abondamment avec 1’eau distillée stérile afin d’éliminer toute
trace d’acide sulfurique. Les graines mises a germer dans des boites de Pétri contenant de ’eau

gélosé (1 %) (Annexe8) sont incubées a température ambiante et a I’obscurité.

Apres 6 jours (Fig. 29), les plantules sont transplantées dans des pots contenant 700g de sable,

autoclavé trois fois @ 120°C pendant une heure, a raison de 3 plantules par pot.

Figure 29 : Plantules d’Acacia saligna (1) et de Lotus creticus (2) aprés 6 jours de germination.

Les plants sont inoculés avec les CMA isolés des sols salins (sols 3S et SST) ou ceux isolés de
leur rhizosphére (Tab. 3). Les plants subissent soit une simple inoculation ou une inoculation
mixte pour évaluer ’effet d’un apport d’inoculum d’une seule et de plusieurs souches sur le
développement des deux plantes.

En parallele de I'inoculation MA, une inoculation rhizobienne est réalisée simplement et en

association avec un mixte de CMA (Tab. 3).
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Tableau 3 : Différents traitements des plants d’Acacia saligna et de Lotus creticus.

Mycorhizienne | Rhizobienne
L. A. L. creticus L. A. L. A. Témoin | Témoin
creticus | saligna ORS 1410 | creticus saligna | creticus | saligna | stressé non.
stressé
(D
AT - AT6 - * - 2+ *
LT LT3 - * - 1+* -
LB | LB2- - A. saligna * - 1+* -
3S 3S6 S4 (2) * 1+* 2+ %
SST SSTS * 1+* 2+ %

- : Inoculation non appliqué

* : inoculation avec tous les CMA de chaque sol.

1 + * : Double inoculation avec toutes les CMA de chaque sol avec la souche ORS 1410.
2 +* : Double inoculation avec toutes les CMA de chaque sol avec la souche S4.

FNNFNEY

3.4.1. Simple inoculation mycorhizienne

Pour chaque isolat, I’inoculum est constitué¢ de 0,5 g de racines de sorgho récoltées apres 2 mois
de croissance, présentant un taux de mycorhization F% supérieur a 50% et 100g de sol issus de
la méme culture de multiplication de propagules. L’inoculum est placé a ’extrémité des racines
des plants le jour ou ils sont transplantés et sur lequel une couche de sable stérile est déposée

pour éviter tout risque de contamination.
3.4.2. Simple inoculation rhizobienne

Les bactéries requises pour cette expérience sont purifiées par plusieurs repiquages successifs sur
des boites de Pétri contenant du milieu YEM (Vincent, 1970) gélosé (annexe 9). Les boites sont
incubées pendant 48 heures dans 1’étuve a 28°C. L’inoculum est préparé par I’introduction d une
colonie pure (pour chaque souche) dans des tubes contenant le milieu YEM liquide (annexe 10).

Les tubes sont incubés a 28°C et agités pour assurer 1’aération des souches.

Aprés une semaine de la transplantation des plants, les pots sont inoculé¢ avec 5 ml d’une
suspension liquide de la souche a une concentration de 15 x 10® cellules/ml (Mac Farland n°05)

(Galiana et al., 1994 ; Diouf et al., 2003) (annexe 11).
3.4.3. Inoculation mixte

Un mixte des especes MA de chaque sol est utilisé pour I’inoculation des plants. L’ inoculum est
constitu¢ d’une suspension sporale extraite de chaque sol. Une désinfection des spores est
effectuée a I’hypochlorite de sodium 10°Chl afin d’éliminer les contaminants tels que les
rhizobia, les PGPR... puis rincées abondamment avec I’eau distillée stérile. L’inoculation est

réalisée une semaine apres la transplantation des plants.
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3.4.4. Double inoculation
Les plants sont ainsi inoculés avec un mixte de spores de chaque sol en association avec une
souche de rhizobium dans les conditions décrites précédemment (cf: Double inoculation et

inoculation mixte).

3.5. Conduite de la culture et application du stress salin

Les plants sont arrosés un jour sur deux avec I’eau distillée stérile et chaque semaine avec une
solution nutritive stérile de Broughton et Dilworth (1971) (annexe 12) pour les plants d’A.
saligna et celle de Bertrand (1997) (annexe 13) pour les plants de L. creticus. L’expérience est
menée en trois blocs complétements randomisés. La culture est conduite dans une chambre de
culture controlée a une température de 25 °C £ 1 et une photopériode de 16 heures.

Aprées quatre mois de croissance, les plants d’A. saligna et de L. creticus sont soumis a un stress
salin pendant deux semaines par irrigation avec une solution saline de NaCl (eau distillée stérile

additionnée de NaCl) a différentes concentrations.

Le stress salin est appliqué par une augmentation progressive de la concentration en sel de 50
mM, 100 mM jusqu’a 150 mM (Craig et al., 1991) et de 200 mM, 250 mM jusqu’a 300 mM
pour L. creticus (Rejili et al., 2006).

3.6. Caractérisation de la réponse des plants au stress
3.6.1. Parameétres biométriques
P La biomasse fraiche est déterminée immédiatement aprés la récolte et le poids sec est obtenu
apres une lyophilisation. Le broyat lyophilisé est conservé a température ambiante a 1’abri de
I’humidité jusqu’a leur utilisation pour la caractérisation biochimique.

b La teneur relative en eau est calculée comme suit :

TRE % = (poids frais — poids sec)/ poids sec x 100

3.6.2. Parameétres symbiotiques

P La présence ou l'absence de nodules et leur nombre sont noté directement aprés le

déterrement des plants.

P Pour révéler les structures fongiques, les racines de chaque traitement sont préparées suivant
le protocole de Philips et Hayman (1970) et observées au microscope photonique pour
calculer, selon Trouvelot et al., (1986), les paramétres de colonisation.

b L’efficience de la symbiose (ES) dans la tolérance des plants au stress salin sert & évaluer
I’effet des symbioses mycorhizienne et rhizobienne sur le développement des plants d’A.
saligna et de L. creticus en le comparant avec le témoin stress¢ sans inoculation. Elle est

calculée comme suit :

ES = (poids sec des plants inoculés stressés/poids sec du témoin stressé non inoculé).
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3.6.3. Parameétres biochimique
3.6.3.1. Dosage des pigments chlorophylliens
Les pigments chlorophylliens des cellules végétales sont extraits dans un dissolvant tel que
I’acétone. 20 mg de matic¢re végétale lyophilisée sont broyés dans 2 ml d’acétone a 80 %. Le
broyat est centrifugé a 3000 rpm pendant 3 mn. Le surnagent est récupéré et lu a 645 et 663 nm,
a chaque longueur d’onde, le spectrophotometre est taré avec de l’acétone 80%. Les

concentrations en chlorophylles a et b sont déterminées comme suit (Mc Kinney et al., 1941) :

Chl a (ug/ mg MVL) = [(12,25%D0663) - (2,79*Do645)
Chl b (ug/ mg MVL) = [(21,5¥D0645) - (5,1*Do663)
MVL : Matiére végétale lyophilisée

3.6.3.2. Dosage des sucres solubles
Les sucres solubles totaux sont dosés selon la méthode de Dubois et al., (1956). 20 mg de
matiere végétale lyophilisée et broyée sont homogénéisés avec 600 pl d’éthanol 80°. Apres 48 h
d’incubation, 1’éthanol est évaporé dans 1’étuve a 80°C puis 1 ml d’eau distillée est incorporé,
c’est la solution a analyser. 300 pl de cette solution est additionné de 300 pl de phénol 5%. La
mixture est soigneusement agitée puis additionnée de 1,6 ml d’acide sulfurique 96%. Aprées un
s¢jour de 30 mn a I’obscurité, ’absorbance est mesurée a une longueur d’onde de 485 nm. Le
blanc servant a étalonner le spectrophotometre est préparé de la méme maniere a partir de 1’eau
distillée jusqu’a I’ajout de I’acide sulfurique.
La gamme étalon est réalisée avec des concentrations croissantes en glucose pure (Annexe 14).
3.6.3.3. Dosage de la proline
La proline est dosée selon la méthode colorimétrique de Bathes et al., (1973). 10 mg de matériel
végétal lyophilisé et broyé sont homogénéisés avec 500 pl de I’acide sulfosalicylique 3%.
L’homogénat est centrifugé pendant 5 mn a 10000 rpm a température ambiante. 200 ul du
surnagent est additionné de 400 pl de réactif (1,25 g ninhydrine, 30 ml acide acétique glacial, 20
ml acide orthophosphorique 6M). La réaction est incubée a 100°C pendant 1h puis arrétée dans
la glace pendant 1h. Apres refroidissement, 1 ml de toluéne est ajouté au mélange, le tout est
vortexé puis laissé a décanter pendant 1h. L’absorbance de la partie toluéne (surnagent) est
mesurée a 520 nm en utilisant le toluéne comme référence.
La courbe étalon est réalisée avec des concentrations croissantes en proline pure (Annexe 15).
3.7. Analyses statistiques
Les données sont calculées sous forme d’une moyenne de 3 répétitions a I’aide du logiciel
EXCEL 2007 et les graphiques sont réalisés également a I’aide du méme logiciel. Les résultats
obtenus ont fait I’objet d’une analyse de la variance multivariée pour évaluer la signification de
I’effet seuil P en utilisant le logiciel SPSS 8,0. Les moyennes sont comparées par le test de

comparaison multiple de moyennes selon le test de Tukey.
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1. Isolement et diversité des CMA dans des sols dégradés
1.1. Analyses physico-chimiques de sols

Les analyses physico-chimiques de sols sont réalisées afin de caractériser les sols des différents
sites et de comprendre la relation entre ces caractéristiques et le statut MA dans les sites d’étude.
Les résultats de ces analyses sont consignés dans le tableau 4. Il montre que les trois sols
dunaires de la région de Ain Témouchent ne sont pas salé, de structure sablonneuse et limono-
argileux sablonneuse ce qui fait d’eux des sols biens aérés et faciles a travailler. Ils ont un pH

alcalin et une teneur importante en azote et faible a élevée en phosphore.

Les sols 3S (sol salin de Saida) et SST (sol salin de Terga) sont salins avec respectivement une
CE de 9,45 mS et 28,4 mS. Ils ont une texture respectivement limoneuse trés fine et limono-

argileuse fine, un pH alcalin et sont riche en azote et pauvre en phosphore.

Une différence dans ’activité microbienne est notée entre les cing sols, qui est exprimée en
pourcentage de la matiere organique. Cette derniere est faible a AT (Acacia saligna de Terga),
modérée a LT (Lotus creticus de Terga) et LB (Lotus creticus d’Ouled Boudjemaa) et plus
importante a SST et 3S. En effet, Ain Skhouna est une région pastorale ce qui explique le taux

¢levé d’azote et de la matiere organique d’origine animale.

Tableau 4 : Caractéristiques physiques et chimiques des sols prélevés des sites d’études.

1,58 13,74 | 84,68 | 8,95 0,0893 0,28 50 0,86
1,04 9,31 | 89,58 | 9,07 0,0893 0,39 20 2,13
24 12 64 | 8,26 0,0317 0,4 17,5 2,49
6,65 86,31 | 7,04 | 8,42 9,45 0,45 20 5,17
37,29 | 61,83 | 0,88 | 8,12 28,4 0,36 15 3,65

CE : Conductivité électrique ; mS: milli-Siemens ; ppm : part par million.

AT : Rhizosphere d’Acacia saligna a Terga ; LT : Rhizosphére de Lotus creticus a Terga ; LB : Rhizosphére de
Lotus creticus a Ouled Boudjemaa ; 3S : Rhizosphere d’Arthrocnemum macrostachyum a Ain Skhouna ; SST :
Rhizosphére d’Arthrocnemum macrostachyum a Terga.

Les sols sablonneux sont généralement pauvre en phosphore (Ranwell, 1972 ; Koske et
Halvorson, 1981) et en azote (Fisher et Turner, 1978 ; Hatimi et Tahrouche, 2007). Cependant,
les taux d’azote enregistrés dans les sols dunaires sont probablement dus a I’effet bénéfique de la
fixation biologique de 1’azote effectuée en association avec les rhizobia par les diverses
légumineuses présentes dans ces site. C’est le cas des espéces d’Acacia qui ont un role important

dans I’amélioration du statut azotique des sols (Dommergues, 1994). Cette amélioration résulte
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de la contribution de la matie¢re organique riche en azote par le renouvellement des racines et des

feuilles et principalement par la décomposition de la litiere (Bernhard-Reversat ef al., 1998).
1.2. Piégeage des endomycorhizes

Le piégeage est réalisé¢ afin d’obtenir de nombreuses spores saines pour l'identification et la
préparation de I’inoculum. Cette étape nous permet également d’étudier et de comparer la

colonisation des CMA des différents sites.

Apres une semaine de culture en pots, une premicre observation est faite sur la croissance des
plants de mais. Les plants présentent un bon développement sur les sols dunaires AT, LT et LB
contrairement aux sols salins 3S et SST ou aucun développement n’est observé (Fig. 30). Seuls

les CMA des sols dunaires AT, LT et LB sont alors piégés.

Figure 30 : Plants de mais inoculés avec les différents sols aprés une

semaine de culture.

Apres 42 jours de croissance en chambre de culture, la colonisation MA et la croissance du mais
sont évaluées. L’analyse microscopique des racines de mais, obtenues sur les différents sols, a
permis d’observer des hyphes, des arbuscules et des vésicules de différentes formes (ovale,

arrondie, allongée...) (Fig. 31).
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Figure 31: Racines de mais colonisées par les CMA des sols AT, LT et LB. V : vésicules, H :
hyphes, Ar : arbuscules. C : Coils.

D'apres la figure 32, les racines de mais présentent des taux de colonisation tres €élevés dans les
trois sols (100%), mais avec un degré d’intensité modéré et une teneur arbusculaire faible. La
fréquence de colonisation MA (F%) ne change pas d'un inoculum a l'autre. Cependant, I’intensité
de colonisation MA (M%) présentent une différence significative (p < 0,05) entre AT et LB. Les
racines de mais poussant sur le sol (AT) présentent les valeurs de I’intensité de colonisation
(M%) et de la teneur arbusculaire (a) les plus élevées, alors que celles poussant sur le sol (LB)

présentent le parametre M% le plus faible.
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 32 : Comparaison des taux de colonisation MA du mais inoculés avec les différents
inocula.

AT : Acacia saligna a Terga; LT : Lotus creticus a Terga; LB: L. creticus a Ouled Boudjemaa; 3S:

Arthrocnemum macrostachyum a Ain Skhouna ; SST : A. macrostachyum a Terga. A% : Teneur arbusculaire

racinaire ; a% : Teneur arbusculaire de la partie mycorhizée de la racine ; M% : Intensité de colonisation ; F% :
Fréquence de colonisation.
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Ces résultats montrent que les sols, prélevés des sites dunaires, renferment des propagules MA
viables, infectieuses et efficientes stimulant une croissance significativement élevée du mais.
D’apres la figure 33, les sols salins (3S et SST) inhibent la croissance des plantes contrairement a
celle du mais poussant sur les sols dunaires. Ce dernier présente une croissance importante
comparée au témoin non inoculé (p < 0,001). Cependant, il n y a pas de différence significative (p
> 0,05) notée concernant la croissance en hauteur des plants inoculés avec les différents sols

dunaires (AT, LT, LB) (Fig. 33).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 33 : Variations de la moyenne de la hauteur des plants de mais inoculés avec les
différents substrats.

AT : Rhizosphere d’Acacia saligna a Terga ; LT : Rhizosphére de Lotus creticus a Terga ; LB : Rhizosphére
de Lotus creticus a Ouled Boudjemaa ; 3S : Rhizosphére d’Arthrocnemum macrostachyum a Ain Skhouna ;

SST : Rhizosphére d’Arthrocnemum macrostachyum a Terga ; T : Témoin.

Les structures MA observées dans les racines de mais refléte une diversité importante des CMA
dans les différents sols d’étude. Plusieurs auteurs ont signalé I’occurrence et la diversité¢ des
CMA dans des sols sablonneux (Stahl, 1900 ; Read, 1989 ; Hatimi et Tahrouch, 2007). Hu et al.,
(2010) ont rapporté que I’'inoculum riche en CMA diversifiés est plus bénéfique écologiquement.
L’amélioration de la croissance et I’observation des arbuscules signifient que les plantes de mais
ont établie une symbiose fonctionnelle vue que les arbuscules sont considérés comme le site
d’échange des nutriments (Abbott, 1982 ; Gianinazzi-Pearson, 1996 ; Ramos et al., 2011). Cette
amélioration observée par plusieurs auteurs (Gerdemann, 1964 ; Sylvia et al.,, 1993 ; Boomsma
et Vyn, 2008 ; Zhu et al., 2012 ; Estrada et al., 2013) est liée a la nutrition minérale, notamment
la nutrition phosphatée, azotée et hydrique qui sont améliorées (Allen, 1982 ; Davies et al.,

1996 ; Augé, 2001 ; Smith et Smith, 2012 ; Liu et al., 2015 ; Habibzadeh, 2015).
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1.3. Colonisation MA naturelle des racines

Dans le but d’étudier le statut MA dans les différents sites d’études et en association avec les
différentes espéces végétales, nous avons estimé et comparé le degré de colonisation MA
racinaire des plantes indiquées dans les différents sites (Acacia saligna, Lotus creticus,

Arthrocnemum macrostachyum).

L’analyse microscopique des racines des especes ¢étudiées indique la présence de différentes
structures MA a I’exception des arbuscules chez I’halophyte des sites salins Arthrocnemum

macrostachyum (Fig. 34).

Figure 34 : Colonisation MA racinaire des especes étudiées dans les différents sites d’étude.

Acacia saligna de Terga.(1), Lotus creticus de Terga (2), Lotus cretzcwﬂli ‘Ouled Boudjemaa (3),
Arthrocnemum macrostachyum des sols salins (4). ™
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Une différence significative (p < 0,05) est notée entre le taux de colonisation racinaire des
especes végétales des sites dunaires et celui des sites salins (Tab. 5). La fréquence de
colonisation racinaire (F%) est significativement faible chez ces derniers (p < 0,005),
particulierement chez I’halophyte Arthrocnemum macrostachyum (p < 0,001) du site salin de
Terga (SST) comparé a celui de la méme espece provenant du site salin de Saida (3S) (Tab. 5),
ceci est négativement (p < 0,05) corrélé avec la salinité élevée dans le cas de SST (r = - 0,99).
Cette corrélation négative est ainsi significativement observée entre F% et la quantité de limon

des sols de prélevement (r = - 0,89).

Tableau 5: Parametres d’estimation du degré de colonisation (F% : Fréquence de colonisation,
M% : Intensité de colonisation) naturelle racinaire des espéces végétales dans les différents sites
étudiés.

Les valeurs suivies de la méme lettre sur la méme ligne ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a P < 0,05.

Arthrocnemum macrostachyum appartient a la famille des plantes non mycorhizées des
Chenopodiaceae (Koch, 1853) alors que I’analyse microscopique des racines révele que cette
espece est faiblement mycorhizée. En effet, Hirrel et al., (1978) ont observé des structures
mycorhiziennes dans les racines de plusieurs especes de Chenopodiaceae. Cette observation est
en accord avec les résultats de Caravaca et al., (2005) en déterminant I’influence de huit
halophytes, y compris A. macrostachyum, sur les propriétés microbiologiques et biochimiques et
la stabilisation des sols des zones semi arides du sud-est d’Espagne. Robinson (1972) a rapporté
que la présence de composés fongitoxiques dans les cellules corticales racinaires empéche les
CMA de coloniser ces plantes. Cependant Tester et al., (1987) ont suggéré que la barriére des
plantes faiblement mycorhizées a la colonisation MA est située au niveau de ’interaction entre le

champignon et la paroi cellulaire et (ou) de la lamelle moyenne de 1'hote.

L’absence des structures arbusculaires, considérées comme le site d'échange entre la plante et le
CMA, chez Arthrocnemum macrostachyum des sites 3S et SST indique 1’établissement d’une
symbiose non fonctionnelle (Hirrel et al., 1978 ; Malloch et Malloch, 1981). Plenchette et
Duponnois (2005) ont supposé la présence d’un troisiéme groupe de symbiose mycorhizienne
sans arbuscules et ceci en étudiant la réponse de la croissance d’Atriplex nummularia a
I’inoculation avec Glomus intraradices. Cependant, cette absence peut étre due a la courte
longévité des arbuscules ou leur formation pendant des périodes spécifiques (saison ou période

de stress) (Brundrett et Kendrick, 1990a ; Yawney et Schultz, 1990 ; Mullen et Schmidt, 1993).
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Le faible taux de colonisation MA des racines d’Arthrocnemum macrostachyum peut étre
¢galement expliqué par I’effet néfaste de la salinité sur les plantes et leur symbiote MA (Hirrel,
1981 ; McMillen et al, 1998 ; Jahromi et al., 2008 ; Evelin et al, 2009). Elle influe
négativement sur la capacité de colonisation, la germination des spores et la croissance des
hyphes du champignon (Hirrel et Gerdemann, 1980 ; Menconi et al., 1995 ; Sheng et al., 2008),
probablement en raison de 1'effet direct du NaCl sur les CMA (Juniper et Abbott, 2006). Tian et
al., (2004) ; Sheng et al., (2008) ont rapporté que la salinité supprime ou réduit la formation de

mycorhizes a arbuscules.

Dans les sabliéres de Terga et d’Ouled Boudjemaa, la nature mycotrophe de Lotus creticus et
d’Acacia saligna pourrait expliquer les taux de colonisation (F%) ¢élevés avec cependant des
degrés d’intensité (M%) variables (Tab. 5). Ces parameétres de colonisation ne changent pas
significativement entre les trois sites (AT, LT et LB). Karaarslan et Uyanoz (2011) ont rapporté
que la croissance des plantes dans les régions arides et semi-arides est plus dépendante de la

symbiose MA, ce qui explique la fréquence élevée de mycorhization observée.

Plusieurs auteurs ont observé 1’association MA avec les plantes dunaires (Stahl, 1900 ; Asai,
1934 ; Jehne et Thompson, 1981 ; Read 1989 ; Hatimi et Tahrouch, 2007), indiquant que les
plantes dominantes et pionnicéres étaient naturellement mycorhizées. Vu leur déficit en
phosphore, les sols dunaires sont propices pour le développement des CMA et leur association
avec les plantes (Ranwell, 1972 ; Koske et Halvorson, 1981). L’importance de ces champignons
dans la croissance et la succession des plantes dans ces sols a été observée pour la premicre fois
par Nicolson (1959) ou les CMA contribuent indirectement a la fixation des dunes en formant
des agrégats de grains de sable (Koske et Polson, 1984). Le principal mécanisme liant les grains
de sable en agrégats est le rattachement du sable a un important réseau de mycélium fongique de

CMA (Sutton et Sheppard, 1976).

Malgré la pauvreté des sols d’étude en phosphore, l'installation de la végétation reposerait
probablement sur l'apport bénéfique des CMA. Ces derniers améliorent le statut nutritionnel des
plantes particuli¢rement la nutrition phosphatée (Hatch, 1937 ; Mousain et al., 1997 ;
Landeweert et al., 2001). Le transfert du phosphate a été rapporté par Jakobsen et al., (1992) et
Harrison et van Buuren (1995) ont identifi¢ des transporteurs de phosphate (GVPT, GIPT et

GmosPT) qui sont impliqué dans 1’absorption du phosphate du sol par le champignon.
1.4. Dénombrement de spores MA dans chaque site

Le statut MA est ainsi ¢tudié dans les différents sites en estimant la densité des spores dans 100 g
de sol de chaque site. Les résultats obtenus montrent que cette densité est hautement

significativement (p < 0,001) ¢élevée dans les sols salins provenant de Saida (3S) et de Terga
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(SST) qui dépasse 300 spores par 100 g de sol sec comparée aux sols dunaires avec 73s/100 gss

a LB, 41s/100 gss a LT et seulement 37s/100gss a AT (Tab. 6).

Aliasgharzadeh ef al., (2001) ont rapporté que malgré une faible colonisation racinaire, les CMA
peuvent produire des spores méme en condition de salinité sévere. La richesse des sols salins en
spores MA est signalée par plusieurs auteurs (Aliasgharzadeh ef al., 2001 ; Landwehr ef al.,
2002). Evelin et al, (2009) ont signalé un nombre de spores relativement élevé et qu’il ne
diminue pas significativement avec la salinité du sol. Il serait di selon Tressner et Hayes (1971)
a la stimulation de la sporulation sous stress salin mais également a leur accumulation dans ces
sols qui résulte de I’inhibition par le sel de la germination et la croissance des hyphes MA
(McMillen et al., 1998). La densité des spores MA enregistrée dans les sols salins de Ain
Témouchent (SST) et de Saida (3S) est largement au dessus de celles obtenues par Carvalho et

al., (2001) dans un marécage salin au Portugal.

Dans le cas des trois sols dunaires, la diminution des spores est probablement liée a I’état
dégradé de ces sols. En effet, les régions dégradées présentent souvent des densités réduites de
propagules mycorhiziennes (Sieverding, 1991) liées selon Brundrett (1991) a la texture du sol.
Selon ce dernier, les sols sableux sont peu favorables a la formation des endomycorhizes
contrairement aux sols riches en colloides, c’est le cas des sols salins de Saida et de Terga. Ceci
est confirmé par la corrélation positive (p < 0,05) avec la quantité¢ de limon (r= 0,96) et négative

avec la quantité de sable (r=-0,99).

La densité des spores est moins importante dans le cas d’Acacia saligna (AT) et de Lotus
creticus (LT) de la région de Terga comparée a celle observée chez Lotus creticus d’Ouled
Boudjemaa (LB). Ce résultat est corrélé positivement et significativement avec la colonisation
racinaire MA de ces especes (p < 0,01). Selon Cordoba et al., (2001), le degré de complexité
structurelle, la diversité de la végétation et le degré de stabilisation des dunes peuvent influencer
l'abondance des spores MA. Ces derniéres sont plus élevées dans les vieilles et stables dunes que
dans les jeunes situées prés de la mer et dans les dunes mobiles (Koske, 1975 ; Greipsson et El-

Mayas, 2000).

Les taux de spores enregistrés dans les trois sols dunaires sont en général similaires si on les
compare a ceux trouvés par Hatimi et Tahrouch (2007) dans le complexe dunaire de
I'embouchure de I'Oued Souss au Maroc. En revanche, ils sont relativement faibles par rapport
aux dunes coticres de Goa au sud-ouest de I'Inde (Jaiswal et Rodrigues, 2001) ou de Seyhan

Delta en Turkie (Aytok et al., 2013).
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1.5. Diversité spécifique et répartition des espéces de Glomales dans les différents sites
En se basant sur la classification de Morton et Benny (1990), 45 morphotypes de Glomales sont
notés dans tous les sols de Terga (AT, LT, SST), Ouled Boudjemaa (LB) et de Saida (3S) (Tab.
6). Ces morphotypes sont de 6 au site de SST, 9 au site de AT et 3S, 10 au site LT et 11 au site
LB. La diversité des CMA est plus importante dans les sols dunaires que les sols salins.
En utilisant une technique de piégeage pour estimer le nombre de propagules viables d’un sol
agricole dilu¢, An et al., (1990) ont révélé 17 espeéces de Glomales alors qu’une extraction

effectuée directement avec le méme sol non dilué avait permis de ne révéler que 10 especes.

La répartition et la dominance des différents morphotypes observés dans les différents sites
montrent que les morphotypes marron foncée et jaune sont communs dans tous les sites avec une
abondance variable, tandis que les autres sont spécifiques. Dans les sites dunaires, la dominance
des morphotypes marron foncé et rouge est noté. En plus de ces deux morphotypes, la
dominance du morphotype jaune est observée également a LB. Dans la sabliere de Terga, les
sites AT et LT sont caractérisés par la présence du morphotype beige et ’absence du morphotype
marron clair notée seulement dans cette sabliére. Alors que les sites salins 3S et SST sont
caractérisés par la dominance du morphotype jaune et ’absence des morphotypes noir et orange
(a 3S) et rouge (a SST). Cette absence confirme que ces morphotypes présentent une trés grande
spécificité aux sols dunaires.

Ces observations indiquent que les morphotypes dominants de chaque site y constituent une
composante majeure de la flore endomycorhizienne et que les sites et leurs conditions
pédologiques sont favorables et propices au développement de ces morphotypes. D un autre
coté, les sites et leurs conditions pédologiques entravent également certains morphotypes. Ainsi
la sablicre de Terga est propice au développement du morphotype beige et entrave le
morphotype marron clair. L’absence des morphotypes noir et rouge dans le site salin de Saida
montre une différence entre la région de Saida et d’Ain Témouchent et I’absence de morphotype
rouge seulement dans le site salin de Terga (SST) suggere que ce morphotype ne semble pas
supporter la salinité ¢levée.

La dominance des morphotypes marron foncé et rouge dans les sols dunaires est signalée par
plusieurs auteurs (Bergen et Koske, 1984 ; Beena et al,, 2000 ; Hatimi et Tahrouch, 2007). La
dominance de morphotype jaune dans les sols salins est déja observée par Karaarslan et Uyandz
(2011). Plusieurs auteurs ont signalé la dominance du genre Glomus dans les régions arides et
semi-arides (Tarafdar et Kumar, 1996 ; Mathur et al., 2007 ; Al-Raddad, 1993) mais également
dans les sols salins (Allen et Cunningam, 1983 ; Ho, 1987; Wang et al., 2004). 1l a été rapporté
que certaines especes telles que Glomus intraradices se retrouve dans une large gamme de sol,
tandis que d’autres telles que les espéces d’Acaulospora sont limitées dans les sols acidiques

dans les régions tropicales.
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Tableau 6 : Nombre, diversité et abondance relative des différents morphotypes observés dans les cinqg sites d’étude.

AT: Rhizosphére d’Acacia saligna a Terga; LT: Rhizosphére de Lotus creticus a Terga; LB: Rhizosphére de Lotus creticus a Ouled Boudjemaa; 3S: Rhizosphére d’Arthrocnemum

macrostachyum a Ain Skhouna; SST: Rhizosphére d’ Arthrocnemum macrostachyum a Terga.

Nombre | Abondance Nombr Abondance Nombre |Abondance Nombre | Abondance Nombre Abondance
de relative de Codes des OOTE e elative de Codes de relative de Codes des de relative de Code relative de Codes des
o spores | de spores des spores de spores spores
spores spores% spores % spores | spores % spores spores % des spores %
spores
spores
NOIR 5,61 7,69 (LBI) 3,94 9,62 (LTI) 3,44 9,30 (ATI) 0 0 20,55 6,85 (SST1)
ROUGE | 1236 | 1693 | (LB2) | 1025 25 (LT2) | 688 | 1860 | AT2 | 27,9 9,30 (338521) 0 0
MARRON (LB3 (LT3 AT3
X 20,21 , g 10,2 ) 12, , ) 2,32 , 24, ,
FONCEE 0 27,69 LB4) 0,25 25 LT4) 05 32,56 AT4 52,3 17,44 (3S3) 66 8,22 (SST2)
(LBS,
MARRON LB6 (384
1 4 El ,7 2 5 1 > 4 ’ 2 1 944
clame | 1348 8,46 87, 0 0 0 0 83,73 7,9 355) 9,3 6 (SST3)
LBS)
(3S6,
LB9 (LTS 357 (SST4
AUNE | 1 (LBY, 2 ; 4, 11, 136, , | 16848 1 ;
JAU 6,85 23,08 LB10) 5,5 13,46 LT6) 30 63 (ATS5) 36,05 45,35 388, 56,16 SSTS)
3S9)
BEIGE 0 0 7,09 17,30 | (LT7) 4,30 11,63 | (AT6) 0 0 0 0
(LTS, (AT7,
ORANGE 4,49 6,15 (LB11) 3,94 9,62 LT9, 6,02 16,28 ATS, 0 0 36,99 12,33 (SST6)
LT10) AT9)
N Total 73 41° 37° > 300° > 300°
Morphotype 11° 10° 9° 9° 6°

Les valeurs suivies de la méme lettre sur la méme ligne ne sont pas significativement différentes selon le test Tukey a p < 0,05.
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Figure 35 : Indices de diversité de Shannon et Weiner et d’équitabilité¢ de Pi¢lou des
cing sols sur la base du comptage des spores.

AT: Rhizosphere d’Acacia saligna a Terga; LT: Rhizosphere de Lotus creticus a Terga; LB: Rhizosphére de
Lotus creticus a Ouled Boudjemaa; 3S: Rhizosphére d’Arthrocnemum macrostachyum a Ain Skhouna; SST:

Rhizosphére d’ Arthrocnemum macrostachyum a Terga.

Les valeurs de I’indice de diversité de Shannon et Weiner varient entre les sites salins et les sites
dunaires. Elles sont élevées dans les sites dunaires et montrent que les conditions dans ces
régions sont favorables a toutes les especes et qu'elles leur offrent les mémes chances de survie.
Par contre, les valeurs faibles obtenues dans les sites salins sont un signe d'une spécialisation de
la catégorie par rapport a une ou quelques especes. Certaines espeéces (morphotypes jaune)

présentent donc de grands effectifs d’individus au détriment des autres (Fig. 35).

Les valeurs de I’équitabilité de Piélou sont supérieures a 0,6 dans les cinqg sites. Elles sont
proches de 1 dans les sites dunaires et témoignent d'une distribution équitable des espéces. Les
valeurs obtenues pour les sites salins signifient qu'il y a dans le milieu plusieurs especes rares et
qu'il existe une disproportionnalité au niveau de la répartition des especes. Cela traduit donc des

formations végétales tres sélectives (Fig. 35).
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Figure 36: Différents morphotypes des spores isolées de la rhizosphére des plantes d’intérét.
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1.6. Relation du statut MA a la région, le site, le sol et ’espéce végétale

Les résultats obtenus sont sujets a une analyse de variance a plusieurs facteurs (la région, le site,
le sol et I’espece végétale) afin de ressortir 1’effet de ces facteurs sur le statut MA. Les résultats
de cette analyse sont consignés dans le tableau 7 et représenté graphiquement dans la figure 37.
Ces derniers confirment les résultats obtenus précédemment et montrent que la fréquence de
colonisation MA (F%) présente des différences hautement significative suivant la région, le site
de prélévement, la nature de sol et significative suivant I’espéce végétale. Cependant, I’intensité
de colonisation MA (M%) différe entre les sols salins et les sols dunaires et entre les régions de
Terga, Ouled Boudjemaa et Saida. Le nombre de spores et de morphotypes varie énormément
entre les régions, la nature de sols, les especes végétales et les différents sites. Ceci est en accord
avec plusieurs auteurs (Brundrett, 1991 ; Requena et al., 1996 ; Mohammad et al., 2003 ;
Bouazza Marouf et al., 2015).

Tableau 7 : Effet des facteurs simples sur le taux de colonisation, la densité et la diversité
des spores.

*% . Différence tres significative p < 0,005. * : Différence significative p<0,05. Ns : Différence
non significative.

Région (Terga, Ouled Boudjemaa, Saida) — Type de sol (salin et non salin) — Espéce végétale (4.
saligna, L. creticus, A. macrostachyum) — Site (AT, LT, LB, SST, 3S).

Li et al., (2007) ont montré que la colonisation MA et la densité des spores varient énormément
entre les espeéces végétales et les différents types de substrat. Les facteurs édaphique et
anthropique, la composition floristique et microbiologique sont trés important pour la
colonisation, la croissance et la distribution des CMA (Johnson et al., 1991 ; Xavier et Germida,
1999 ; Dahlberg, 2002 ; Jones et al., 2003 ; Treseder, 2004). La densit¢ de spores varient
considérablement entre les especes végétales (Requena et al., 1996 ; Bouazza Marouf et al.,
2015) et entre les écosystemes (Brundrett, 1991 ; Mohammad et al., 2003). Les valeurs varient
de quelques dizaines a 10000 spores par 100 g de sol (Frioni ef al., 1999 ; Abbas et al., 2006 ;
Camprubi et al., 2010). Gaur et Kaushik (2011) ont rapporté que ’abondance de spores est plus

¢levée dans les sols sableux-limoneux suivie par les sols argileux puis limoneux. La nature du
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sol sableux se révele supporter des populations élevées de Glomaless sous plusieurs climats et
latitudes (Abe et al., 1994). Nos résultats rejoignent cette observation car une corrélation positive
est notée entre le nombre de morphotype et la quantité du sable (r= 0,68). Gavin (2005) a
rapporté que la structure et la productivité des plantes hotes influent sur la diversité¢ des CMA. A
ce propos, Burrows et Pfleger (2002) ont trouvé que la communauté la plus riche en plantes est

plus riche en CMA.
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 37 : Variation des moyennes de la fréquence de colonisation, de I’intensité de
colonisation, du nombre de spores et du nombre de morphotypes entre les différentes
régions, sites, especes végétales et entre les deux types de sols.

F% : Fréquence de colonisation ; M% : Intensité de colonisation ; Sns : Sols non salins ; Ss : Sols salins ; AT : Acacia

saligna a Terga ; LT : Lotus creticus a Terga ; LB : L. creticus a Ouled Boudjemaa ; 3S : Arthrocnemum macrostachyum a
Ain Skhouna ; SST : 4. macrostachyum a Terga A.s : Acacia saligna ; L.c : Lotus creticus ; A.m : A. macrostachyum.
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1.7. Relation entre la colonisation MA, le nombre de spores, le nombre de morphotype

et les caractéristiques du sol

L’analyse en composante principale (ACP) a permis de représenter graphiquement la variabilité
des facteurs MA et les caractéristiques des sols étudiés. Les deux axes décrivent 95,19% de la
variation totale. Le premier axe exprime le plus important pourcentage de la variation (67,46%).
Il est positivement corrélé au taux de colonisation, le nombre de morphotype, le sable, le pH et le
phosphore assimilable. Il est négativement corrélé au nombre de spore, I’argile, le limon, la
matiere organique, la CE et ’azote total. Le deuxiéme axe représente 27,73% de I’information, il
est corrélé positivement a la fréquence de colonisation (F%), ’argile, le sable, le pH et le
phosphore assimilable et négativement a I’intensité de colonisation (M%), le nombre de

morphotype, le nombre de spores, le limon, la matiére organique, la CE et I’azote total (Fig. 38).

Quatre groupes de variables sont observés : le premier rassemble le nombre de spore, le limon, la
matiere organique, la conductivité électrique et I’azote total, indiquant une corrélation positive
entre le nombre de spores et ces variables avec respectivement (r = 0,96, r = 0,98, r = 0,83, r
=0,47). Ce groupe est positivement corrélé au deuxieéme groupe représenté par 1’argile, mais
négativement corrélé au troisieme (la fréquence de colonisation, le sable, le phosphore

assimilable et le pH) et quatriéme groupe (nombre de morphotype et intensité de colonisation).

Projection des variables sur le plan factoriel ( 1 x 2)
Variables Actives et Supplémentaires
*Variable supplémentaire

P B =7

Fact. 2 : 27,73%

o Active

1.0 0,5 0,0 05 19 o suppl

Fact. 1 :67,46%

Figure 38 : Représentation graphique de la corrélation entre les différents parametres MA et les

caractéristiques du sol.
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Le nombre de spore est corrélé négativement avec le taux de colonisation et la diversité des
CMA. Par contre, ces deux derniers sont positivement liés. Cette corrélation négative est
observée également par Bouazza Marouf et al., (2015) en étudiant le statut MA de cinq plantes
(Acacia saligna, Lotus creticus, Retama monosperma, Pistacia lentiscus et Juniperus oxycedrus)
présentes dans le sol dunaire de Terga. Ces auteurs ont suggéré que les perturbations ont un
impact élevé sur la production des spores que la colonisation racinaire des plantes hotes. Par
ailleurs, les résultats obtenus suggerent que la salinité¢ inhibe la colonisation MA racinaire,
provoquant ainsi une accumulation des spores. Plusieurs études ont rapporté qu’il n’existe pas
une corrélation entre ces deux variables (Mukerji et Kapoor, 1986 ; Clapp et al., 1995;
Merryweather et Fitter, 1998) et en conditions contrdlées, cette corrélation est souvent positive
(Jensen et Jakobsen, 1980). Elle peut étre attribuée également au fait que parfois les spores
sembles saines mais non viables ou en état de dormance (Jasper et al., 1991) et que la sporulation
de certains membres de Glomeromycota est assez discontinu (Schiiler ez al., 2001). En plus, les
spores ne sont pas les seules structures infectieuses des CMA mais également les racines

mycorhizées et les hyphes extra-racinaires dans le sol (Klironomos et Hart, 2002).

Les caractéristiques physico-chimiques du sol ont un effet sur les CMA. Le sable, le phosphore
assimilable et le pH influent négativement sur le nombre de spores alors qu’ils sont corrélés
positivement avec le taux de colonisation MA et la diversité¢ des CMA. Inversement, le limon, la
matiere organique, la conductivité électrique et 1’azote total semblent 1ié au nombre de spores
mais ils influent négativement sur le taux de colonisation MA et la diversit¢ des CMA. En outre,
’argile qui est positivement corrélé au nombre de spores et a la fréquence de colonisation influe

négativement sur 1’intensité de colonisation et la diversité des CMA.

Plusieurs auteurs ont rapporté une corrélation positive de F% au sable (Sylvia et Williams, 1992)
et au pH (Priyadharsini et al., 2012), alors que d’autres études ont signalé une corrélation
négative entre le nombre de spores et le sable (Koske et al., 2004 ; Beena et al., 2000a), le pH
(Priyadharsini et al., 2012) et le phosphore assimilable (Das et Kayang, 2010b). En effet, les sols
sableux sont généralement plus poreux, plus chauds, plus secs et moins fertiles ; des conditions
qui ont un effet direct et indirect sur les CMA (Sylvia et Williams, 1992). La bonne aération est
une condition préalable pour le développement optimal des CMA (Saif, 1981), la température de
30 a 35 °C favorisent la germination des spores, la colonisation MA racinaire et la formation des

arbuscules (Schenck et Schroder, 1974 ; Tommerup, 1983 ; Bowen, 1987 ; Costa et al., 2013).

Le pH du sol a une grande importance pour la croissance des plantes, car il influe sur la
disponibilité et la mobilisation des nutriments. Il influe également sur la germination des spores

MA, le développement des hyphes, le taux de colonisation MA, la formation des structures intra-
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racinaires et la densité de spores MA (Goransson et al., 2008 ; Maia et al., 2010 ; Panwar et al.,
2011 ; Varga et Kytoviita, 2010). Les especes de CMA se développent a différentes gamme de
pH et Poptimum pour la majorité des especes se situe entre 6 a 7 (Moreira et Siqueira, 2006 ;
Postma et al., 2007). Le pH du sol des différents sites d’étude est supérieur a 7, indiquant que la
population de CMA détectée dans les différents sols préfere des sols alcalins, reflétant ainsi le
role de ce parametre dans la distribution de CMA. Panwar et al., (2011) ont rapporté une
corrélation négative entre la densité de spores et le pH. Johnson et Wedin, (1997) ; Lingfei et al.,
(2005) ; Priyadharsini et al., (2012) ont rapporté une corrélation positive entre le taux de

colonisation et le pH.

Il est admit que le phosphore assimilable affecte négativement le statut mycorhizien (Hafeel,
1991 ; Ananthakrishnan et al., 2004 ; Lingfei et al., 2005 ; Khanam et al., 2006 ; Valsalakumar
et al., 2007, Das et Kayang, 2010b). En condition de déficit en phosphore la dépendance des
plantes sur la symbiose MA est augmentée et inversement. Dans ce cas, Xiao Lin et al., (1997)
ont rapporté que plus de 80% du phosphore consommé par la plante est absorbé par les hyphes
extra-racinaire des CMA, par I’exploration du sol hors de la zone d’épuisement de P autour de la
racine (Hayman, 1982b). Similairement, cet effet négatif est induit également par 1’azote total,

qui présente une corrélation négative au taux de colonisation MA.

Hafeel (1991) a montré une corrélation positive entre la population des spores MA et la matiere
organique. En effet, la mati¢re organique augmente la capacité de rétention de I’eau dans le sol
(Brady et Weil, 1996) ce qui augmente 1’humidité du sol condition favorable pour la population
de CMA. Par ailleurs, Siqueira et Saggin Junior (1995) ont rapporté que la baisse de la maticre
organique limite le développement des plantes, augmentant par conséquence leur dépendance a
la symbiose MA. Beyer et al, (1999) ont suggéré que I’augmentation de [I’activité
microbiologique aprés 1’ajout de la matiére organique augmente la concentration des nutriments

dans le sol, ce qui affecte négativement la population de spores (Dhillon et Zack., 1993).

La CE ¢levée affecte non seulement les plantes mais aussi les CMA. Elle inhibe la capacité de
colonisation, la germination des spores et la croissance des hyphes (Hirrel, 1981 ; Estaun, 1989 ;
McMillen et al., 1998 ; Jahromi et al., 2008). La corrélation positive observée entre la densité de
spores et la CE est probablement due au fait que les spores sont accumulées dans le sol a cause
de la stimulation de la sporulation sous stress salin ou de I’inhibition de leur germination par la
CE ¢levée. L’effet du limon est similaire a celui de la CE et présente une corrélation positive

avec cette variable.
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Figure 39: Représentation graphique des individus par I’analyse en composante principale

(ACP). Sites dunaires (AT, LT et LB), sites salins (3S et SST).

La figure 39 récapitule statistiquement et graphiquement les résultats obtenus précédemment. 11
en ressort que le premier axe oppose les individus des sites dunaires (AT, LT et LB) de ceux des
sites salins (3S et SST) qui présentent un statut mycorhizien contrasté. Les individus des sites
salins sont corrélés positivement avec le nombre de spore, I'argile, le limon, la maticre
organique, la CE et I’azote total, tandis que les individus des sites dunaires sont corrélés
positivement avec le taux de colonisation, le nombre de morphotype, le sable, le pH et le
phosphore assimilable. Les individus des sols salins présentent des densités de spores élevées
mais un taux de colonisation et une diversité faibles contrairement aux individus des sols

dunaires.

Le deuxiéme axe a permis de discriminer entre I’individu LB (du sol d’Ouled Boudjemaa) et les
individus LT, AT (du sol de Terga). Ces deux derniers sont en faveur avec la fréquence de
colonisation alors que I’autre est en faveur avec I’intensité de colonisation et la diversité des

CMA. Cet axe a montré également la différence entre les individus SST et 3S des sols salins.
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1.8. Conclusion partielle

L’étude menée dans les différents sols salins et dunaires nous a permis de comprendre le
comportement, la répartition et la diversité¢ des CMA dans ces sols et en association avec les trois
especes végétales (Acacia saligna, Lotus creticus et Arthrocnemum macrostachyum). A 1’issue
de cette étude nous avons constaté que la région, les caractéristiques physico-chimiques du sol,
I’espéce végétale et le site influent sur la colonisation MA, I’intensité des spores, la diversité et
la répartition des CMA. En effet nous avons observé que le nombre de spore est corrélé
négativement au taux de colonisation et a la diversit¢ des CMA. Les facteurs qui sont
positivement liés a la densité des spores sont négativement liés au taux de colonisation et a la
diversité des CMA. Parmi les paramétres qui influent significativement sur le statut mycorhizen,
nous avons noté les caractéristiques physiques (le limon, le sable) et chimiques du sol (la CE, la

matiere organique).

L’analyse du statut MA a montré I’omniprésence des CMA dans les régions dunaires et salines,
malgré les conditions stressantes de ces deux écosystémes, témoignant d'une activité
microbiologique non négligeable. Cette analyse a décelé une différence significative entre les
sites salins et les sites dunaires. Ces derniers abritent un nombre réduit de propagules MA, mais
les racines de leurs plantes sont fortement mycorhizées, contrairement aux sols salins, suggérant
aussi que la salinité affecte négativement la germination des spores et la colonisation racinaire

des plantes hotes, provoquant I’accumulation des spores dans le sol.

Sur la base des caractéres morphologiques, une diversité de Glomales associées aux différentes
especes végétales dans deux écosystemes différents est mise en évidence. Cette diversité semble
variée significativement entre la région, le site, le sol et ’espece végétale. De méme, La
dominance des morphotypes jaune et marron respectivement dans les sols salins et dunaires
suggere que les conditions édaphiques et pédologiques affectent la distribution des CMA.

Cependant, en absence d’une analyse moléculaire, ces résultats restent incomplets.

Ce travail a permis aussi la constitution d’une collection de 45 morphotypes de CMA natifs des
régions perturbées pour leur utilisation ultérieure dans divers recherche par la production

d’inoculum et la valorisation de ces isolats.

81



Résultats et discussion

2. Préparation de 'inoculum MA

2.1. La culture monosporale

Des morphotypes de Glomales au nombre de 45 sont détectés dans les différents sites d’étude (6
au site SST, 9 au site AT et 3S, 10 au site LT et 11 au site LB (cf. 1.5). Afin de tester leur
performance vis-a-vis de la salinité et la sécheresse, ces différents morphotypes sont d’abord
cultivés en culture monosporale en association avec le mais. Les figures 40, 41 et le tableau 8
font apparaitre les résultats du taux de colonisation MA et de la sporulation des différents
morphotypes. De ces résultats il ressort que :

Différentes structures MA sont observées, y compris les hyphes, les vésicules et pour certains
morphotypes les arbuscules ou les cellules auxiliaires (Fig. 40) dans toutes les racines du mais
inoculées avec les différentes spores a 1’exception de celles inoculées avec les morphotypes du

site SST (SST2, SST3 et SST4).

Figure 40 : Racines de mais colonisées par les différents morphotypes.

Ar : Arbuscules. V: Vésicules; H: Hyphe. 1: Cellules auxiliaires observées par de Souza et
Declerck, 2003. C.A : Cellules auxiliaires.
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Les parameétres d'estimation du degré de colonisation des racines varient fortement entre les
différents morphotypes. La fréquence de colonisation MA (F%) est supérieure a 50% pour tous
les morphotypes a I’exception de quelques uns tels que LT10, 3S8, 3S2, 354, 3S5, 3S3, SST1,
SST6 et SSTS. Cependant les degrés d’intensité de colonisation MA (M%) restent tres faible et
ne dépassent pas 50%. Les valeurs de la fréquence de colonisation (F%) les plus élevées sont
observées chez les racines de mais colonisées avec les morphotypes suivant : AT1, AT2, ATS,
AT4, AT6, LB11, LBS, 3S6 avec des valeurs respectivement de 97,18%, 84%, 90%, 89,61%,
81,13%, 81%, 91%, 91,31%. L’intensit¢ de la colonisation (M%) varie entre les différents
morphotypes de 0,15% pour 3S5 a 50% pour 3S6. Les morphotypes 3S6 et LT7 présentent les
valeurs de I’intensité de I’infection M% les plus élevées avec respectivement 50% et 38,61%.

Ces résultats laissent suggérer que la souche 3S6 est la plus infective (Fig. 41).
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Figure 41: Taux de colonisation MA racinaire du mais inoculés avec les différents
morphotypes. F% : Fréquence de colonisation MA ; M% : Intensité de colonisation MA.

Apres deux mois de culture, la formation de nouvelles spores est vérifiée. Un nombre trés réduit
de spores MA est observée seulement dans la rhizosphére de 10 morphotypes (Tab. 8). Les
plants inoculés avec ces morphotypes ne présentent pas un taux de colonisation MA élevé, ce qui
laisse suggérer que la sporulation n’est pas corrélée avec le pouvoir infectieux des morphotypes.
En effet, ’analyse statistique n’a montrée aucune corrélation entre les différents parametres (F%,

M%, sporulation).
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Tableau 8 : Spores formées par les différents morphotypes aprés une association de
deux mois avec les plants de mais.

Nombre de spores/100g | > 1 10 1 3 1 3 1 1 2
de sol

Le taux de colonisation et la sporulation des différents morphotypes ont été¢ soumis a une analyse
de variance (ANOVA) a plusieurs facteurs (la région, le site, les sols et 1’espéce végétale
d’isolement de ces morphotypes. Les résultats de cette analyse sont présentés dans le tableau 9. 11
en ressort que la fréquence de colonisation MA (F%) présente une différence significative (P <
0,001) suivant les sites d’isolement (AT, LT, LB, 3S et SST), le sol d’isolement (dunaire et salin)
et suivant ’espéce végétale (4. saligna, L. creticus, A. macrostachyum). Cependant, I’intensité
de colonisation (M%) et la sporulation des différents morphotypes ne présentent aucune
différence suivant ces différents facteurs. Ceci laisse suggérer que la différence observée au
niveau de la fréquence de colonisation (F%) entre les différents morphotypes est liée aux sites,
sols et plantes d’isolement alors que la différence de I’intensité de colonisation (M%) et de la

sporulation dépend des morphotypes eux-mémes.

Tableau 9 : Effet des facteurs simples sur la fréquence (F%) et I'intensité (M%)de colonisation
MA et la sporulation de différents morphotypes.

*%* : Différence hautement significative p < 0,001. Ns : Différence non significative.

La figure 42 montre que les plants de mais inoculés avec les morphotypes isolés des sols
dunaires (Terga et Ouled Boudjemaa) présentent les plus hautes valeurs moyennes de F% (p <
0,05), spécifiquement ceux inoculés avec les morphotypes isolés du site AT de la rhizosphére
d’A. saligna. Alors que la différence dans les valeurs moyennes de I’intensité de colonisation
M% n’est pas significative, mais elles sont légérement élevées chez les plants inoculés avec les
morphotypes isolés des sols dunaires de la rhizosphére de L. creticus, spécifiquement dans le site
d’Ouled Boudjemaa. De plus, la sporulation ne présente pas de différence suivant les facteurs

¢daphiques ou écologiques.
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Figure 42 : Variation des moyennes de la fréquence de colonisation, de [’intensité de
colonisation, du nombre de spores entre les différentes régions, sites, especes végétales et entre

les deux types de sols.

F% : Fréquence de colonisation ; M% : Intensité de colonisation ; S : Sols ; gss : gramme de sol sec ; AT : Acacia saligna
a Terga ; LT : Lotus creticus a Terga ; LB : L. creticus a Ouled Boudjemaa ; 3S : Arthrocnemum macrostachyum a Ain
Skhouna ; SST : A. macrostachyum a Terga A.s : Acacia saligna ; L.c : Lotus creticus ; Am : A. macrostachyum.

Les variations du taux de colonisation MA et de la sporulation observées entre les différents
morphotypes peuvent étre expliquées par la croissance des hyphes et la colonisation MA des
racines qui different d’une espéce ou d’un isolat MA a autre (Allen et al., 1995 ; Smith et al.,
2003 ; Munkvold et al., 2004). Selon Brundrett et Juniper (1995) le taux de germination différe
entre les especes MA, cette différence de colonisation est due en grande partie a la différence de
la germination des spores qui varie d’une espece a I’autre. Elle est effectuée apres 44 a 60 jours
pour Scutellospora calospora, alors qu’elle prend 3 a 25 jours pour S. reticulata (de Souza et
Declerck, 2003 ; Kandula et al., 2006). De méme, Turrini et al., (2008) ont rapporté que les
spores de Scutellospora fulgida et S. persica germent et la colonisation des hyphes dans les

racines est observée aprés deux semaines. C’est le cas également des spores d’Acaulospora
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rehmii qui germent apres 15 jours (Dalpe et Declerck, 2002). Koske (1981a) a rapporté que les
spores de Gigaspora gigantea récoltées des dunes sont capables de germer apres un jour et celles

de G. marguerita apres trois jours (Sward, 1981c ; Siqueira et al., 1982).

Les résultats obtenus montrent que certaines spores présentent un échec de germination ou de
colonisation. Ces spores semblent saines mais ne sont pas probablement infectieuses ou viables,
sont erratiques ou en état de dormance (Tommerup, 1984 ; An et al., 1990). Les spores de
nombreuses espeéces semblent exiger une période de dormance avant qu'elles soient infectieuses
telles que Glomus intraradices, G. clarum, G. caledomium, G. monosparum (Hepper, 1979 ;
Tommerup, 1983a; Douds et schenk, 1991 ; Juge et al., 2002), des especes d’Acaulospora

(Gazey, 1993) et Gigaspora margarita (Sward, 1981a) etc. Similairement, d’autres espéces telles

que Glomus coronatum montrent une germination erratique (Giovannetti et al., 1991).

Tommerup (1983a) a défini la dormance des spores par 1’échec de la germination lors de
I’exposition aux conditions physiques et chimiques appropriées a la germination des spores

apparemment identiques.

Les résultats obtenus ont montré également que les facteurs édaphiques de 1’environnement
d’isolement des spores MA jouent un role important dans la germination des spores et dans la
croissance présymbiotique des hyphes. En effet, il a été rapporté que la germination de
différentes spores est affectée par les exsudats phytochimiques (Tsai et Phillips, 1991 ; Chabot et
al., 1992 ; David-Schwartz ef al., 2001). Il en est de méme pour le pH qui joue un rdle important
dans la germination des spores. Les résultats obtenus par Hepper (1984) ont montré que la
germination des spores d’Acaulospora laevis est fortement régulée par le pH du sol. Douds
(1997) a observé que le meilleur taux de germination est noté dans un milieu a pH 7.3-7.68,
aprés une période de 14 a 20 jours. Dans le cas des spores de Gigaspora corraloidea et G.
helerogama isolées des sols acides, elles germent a un pH de 4 a 6 (Green et al., 1976) alors que
Mosse (1988) a signalé I’inhibition de Glomus intraradices dans un milieu a pH bas. Costa et al.,
(2013) ont observé que la meilleure germination des spores de Gigaspora decipiens et Glomus
clarum est notée a une température de 22°C a 28°C et a un pH de 6,5 pour G. decipiens et de 4
pour G. clarum. Le faible taux de colonisation MA observé pourrait étre du au fait que la culture
monosporale est arrosée avec de 1’eau distillée ou la solution nutritive a pH 7 alors que le pH des

sols d’isolement des différentes spores est légerement basique (8,12 a 9,07).

La température est un autre facteur qui influe sur la germination des spores, le développement
des CMA et la colonisation racinaire MA (Maia et al., 2010 ; Wu et Zou, 2010 ; Barrett et al.,
2011). Tommerup (1983) a considéré 20 °C une température idéale pour la germination des
spores d’A. laevis et entre 15 et 25°C pour la croissance de ses hyphes. Alors que Siqueira et

Hubbell (1985) ont observé que la température optimale de la germination des spores de Glomus
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versiforme est de 18 a 25°C et que les températures supérieure a 35°C et inférieure a 15°C sont

inhibitrices.

Bien que plusieurs espéces de CMA germent bien en culture axénique, une stimulation de la
germination des spores et la croissance des hyphes par des microorganismes rhizospheriques a
été également rapporté (Mosse 1959 ; Watrud et al., 1978 ; Daniels et Trappe 1980 ; Azcon,
1987 ; Gryndler et al., 2000 ; Scervino et al., 2008 ; Pivato et al., 2009). Plusieurs bactéries
peuvent influencer la germination des spores et I’extension des hyphes telles que Stretomyces
orientalis qui a stimulé la germination des spores de Glomus mossae (Mugnier et Mosse, 1987),
Klebsiella pneumoniae qui a augmenté I’extension des hyphes de Glomus deserticola (Will et
Sylvia, 1990), Pseudomonas et Corynebacterium qui ont amélioré la germination in vitro des
spores de Glomus versiforme. De méme, le champignon de sol Trichoderma spp a amélioré le
développement de mycélium issu d’une spore germée de Glomus mossae (Calvet et al., 1992).
Ces microorganismes produisent des composés intervenant dans la germination des spores et
certains sont adsorbés a la surface des spores, digérent la paroi des spores favorisant ainsi leur
germination. Ces travaux suggerent que les spores germent mieux en condition non stérile. Ceci
pourrait expliquer le taux de colonisation faible observé au cours de la culture monosporale,
réalisée dans des conditions stériles, en absence de microorganismes qui peuvent aider les

différents morphotypes a germer et a coloniser les racines de mafs.

La différence de colonisation MA observée chez les racines de mais inoculées avec les
différentes spores peut étre également due au mode de germination des spores MA qui differe
suivant les genres MA. La plupart des spores des espéces de Glomus germent & partir de
I’extrémité d’hyphe attaché a la spore (Godfrey, 1957 ; Mosse, 1959), par contre, celles des
especes de Gigaspora, Scutellospora et Acaulospora germent par 1’émergence de tube de
germination a partir des spores. De plus, une germination multiple, définie comme la capacité
des spores a germer plusieurs fois par une production successive de tube de germination lorsque
ceux produits précédemment sont détachés de la spore (Koske, 1981b), est considérée comme
une stratégie adoptée pour augmenter les probabilités de colonisation racinaire par certaines

spores MA germée.

L’¢longation des tubes de germination donne naissance a un réseau mycélien dont I’extension est
variable entre les individus MA (Mosse, 1959 ; Giovannetti et al., 1993 ; Douds et al., 1996 ;
Logi et al., 1998). A partir de ce réseau, les différentes structures MA sont formées. Les espéces
de Scutellospora et de Gigaspora ne forment pas de vésicules mais forment plutdt des cellules
auxiliaires (Dodd.et al., 2000 ; Kandula et al., 2006). Des structures similaires (si on les compare
a celles observées par de Souza et Declerck, 2003) sont observées chez-certains morphotypes

(Fig. 40) suggérant que ces morphotypes appartiennent au Scutellospora-et/ou Gigaspora.
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Plusieurs auteurs ont rapporté que le taux de sporulation varient entre les différentes especes MA
(Morton et al., 1995 ; Bever et al., 1996 ; Eom et al., 2000) et que la production de spores n’est
pas toujours corrélée avec la colonisation des racines (Clapp et al., 1995 ; Merryweather et Fitter
1998) car la sporulation de certains membres de Glomeromycota est assez discontinue (Schii3ler
et al., 2001a). De plus, il semble que les spores ont moins d’importance comme propagules pour
les especes de Glomus, par contre, elles sont plus importantes pour les genres Acaulospora,

Gigaspora et Scutellospora (Gazey et al., 1992 ; Brundrett, 1999).

Le faible nombre de spore noté peut étre due également au fait que les spores ont une phase
végétative (2 a 3 mois avant la sporulation) et un processus d'expansion et de développement
assez long. L’observation microscopique de mycélium par de Souza et Declerk (2003) a révélé
que les dommages des hyphes causés par la croissance des racines peuvent affecter négativement
la formation des spores. Declerck et al., (2004) ont estimé qu’une spore de Scutellosporan et

Gigaspora a besoin des ressources d’au moins 19 cellules auxiliaires.

2.1. Sélection des isolats vis-a-vis du stress salin et hydrique
Globalement, le stress salin et hydrique a affecté négativement la biomasse séche du sorgho
inoculés et non inoculés avec une réduction respectivement de 13% et 9,20% par rapport aux
témoins inoculé et non inoculé. L’inoculation avec les différents morphotypes n’a pas un effet

significatif sur la croissance du sorgho en condition de stress et en condition non stressantes (Fig.
43).

Ce résultat est en accord avec les travaux de Keunho et al., (2005) qui ont rapporté que les plants
de sorgho, inoculés avec Gigaspora margarita et exposés a la salinité et a la sécheresse ont les

mémes poids secs aériens et les mémes longueurs racinaires par rapport au témoin non inoculé.
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 43 : Effet de I’inoculation et du stress salin et hydrique sur le poids sec des plants de
sorgho. PS : poids sec. I: Plants inoculés. IS : Plants inoculés stressés. T : Témoin non
inoculé. TS : Témoin non inoculé stressé. NS : non stressé. S : stressé.
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Cependant, en observant I’effet des isolats MA de chaque site sur le poids sec des plants de
sorgho en condition de stress salin et hydrique, ils s’aveérent que I’inoculation avec les isolats de
la rhizosphére d’Acacia saligna et de Lotus creticus de la région de Terga (AT et LT) a induit un
effet (p > 0,05) positif sur le poids sec des plants de sorgho, avec en moyenne une augmentation
respectivement de 8,12% et 21,94% par rapport au témoin stressé¢ (Fig. 44). En revanche,
I’inoculation avec les isolats provenant de sites LB, SST et 3S n’a pas amélioré le poids sec du
Sorgho, par contre, elle a induit une diminution de ce parameétre, avec en moyenne une réduction
respectivement de 7%, 37,53% et 19% par rapport au témoin stressé (Fig. 44). Néanmoins,

I’effet de I’inoculation différe d’un isolat a ’autre méme s’ils proviennent du méme site (Fig. 45,
46, 47, 48, 49).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 44 : Effet de I’inoculation avec les isolats des cinq sites sur le poids sec des plants de
sorgho en condition de stress salin et hydrique. PS : Poids sec. IS : Plants inoculés
stressés. NIS : Plants non inoculés stressés.

Pour le site AT (A. saligna a Terga), I’inoculation avec les isolats AT4 (p > 0,05) et AT6 (p <
0,05) a amélioré nettement le poids sec des plants de sorgho avec une augmentation
respectivement de 24,63% et de 65,39% par rapport au témoin stressé. Les autres isolats n’ont

induit aucun effet remarquable sur la croissance des plants de sorgho (Fig. 45).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 45 : Effet de I’inoculation avec les isolats de site AT sur le poids sec des plants de sorgho

en condition de stress salin et hydrique. PS : Poids sec. IS : Plants inoculés stressés.
NIS : Plants non inoculés stressés.

L’inoculation avec la majorit¢ des isolats du site LT (L. creticus a Terga) a induit une
augmentation remarquable (p > 0,05) du poids sec du sorgho, qui peut atteindre jusqu’a 62,56%
pour les plants inoculés avec I’isolat LT3, suivie d’environ 57% pour les isolats LT2 et LTS. Par
ailleurs, une diminution de la biomasse séche du sorgho est induite dans le cas des isolats LT6 et

LTS8 (p > 0,05) par rapport au témoin stressé (Fig. 46).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 46 : Effet de I’inoculation avec les isolats de site LT sur le poids sec des plants de

sorgho en condition de stress salin et hydrique. PS : Poids sec. IS : Plants inoculés
stressés. NIS : Plants non inoculés stressés.

L’inoculation avec les isolats du site LB (L. creticus a Ouled Boudjemaa) ne semble pas affecter
significativement (p > 0,05) la croissance des plants de sorgho, sauf, I’inoculation avec I’isolat
LB2 qui a induit une augmentation (p > 0,05) du poids sec de 8,07% par rapport au témoin

stressé (Fig. 47).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 47 : Effet de I’inoculation avec les isolats de site LB sur le poids sec des plants de sorgho
en condition de stress salin et hydrique. PS : Poids sec. IS : Plants inoculés stressés.

NIS : Plants non inoculés stressés.

Les plants de sorgho inoculés avec les isolats des sites salins SST (4. macrostachyum a Terga) et
3S (A. macrostachyum a Saida) ne présentent aucune amélioration de la croissance comparée au

témoin stress¢, une réduction de la biomasse séche est méme observée par ces différents isolats

(Fig. 48, 49).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 48 : Effet de I’inoculation avec les isolats de site SST sur le poids sec des plants de
sorgho en condition de stress salin et hydrique. PS: Poids sec. IS : Plants inoculés

stressés. NIS : Plants non inoculés stressés.
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 49 : Effet de I’inoculation avec les isolats de site 3S sur le poids sec des plants de sorgho
en condition de stress salin et hydrique. PS : Poids sec. IS : Plants inoculés stressés.
NIS : Plants non inoculés stressés.

L’effet des différents isolats MA et les paramétres influencant cet effet sont analysés par une
classification hiérarchique selon I’indice de similarité du poids sec des plants de sorgho inoculés
avec les 42 isolats. Cette classification nous a permis de classer les isolats en deux groupes dont
le premier est constitué des isolats qui affectent négativement le poids sec des plants et le
deuxiéme rassemble les isolats qui n’affectent pas négativement le poids sec des plants. Ce
dernier groupe, a son tour, regroupe les isolats qui ont induit une augmentation du poids sec des

plants (sous-groupe a) et ceux qui n’ont aucun effet sur le poids sec des plants (sous-groupe b)
(Fig. 50).

Le groupe 1 agrége majoritairement les isolats des sols salins, alors que le groupe 2 agrege
seulement les isolats des sols dunaires isolés des différents sites (AT, LT et LB) dans le sous-
groupe b et spécifiquement les isolats du site LT dans le sous-groupe a (Fig. 50). Ces résultats
suggerent que tous les isolats des sols salins ont induit une diminution du poids sec des plants de
sorgho et que les isolats du LT et I’isolat ATS6 semblent étre les plus performants en condition
de stress salin et hydrique. Ces résultats indiquent également que le sol et le site d’isolement

contribuent a la performance des isolats en condition de stress salin et hydrique.
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Figure 50 : Dendrogramme présentant la classification hiérarchique selon I’indice de similarité

du poids sec des plants de sorgho inoculés avec les 42 isolats.

Les résultats obtenus ont montré que la combinaison du stress salin et hydrique a affecté la
biomasse du sorgho. En effet, les paramétres de la croissance sont souvent les plus touchés par le
stress abiotique. La diminution de la biomasse séche en condition de stress salin et/ou hydrique
est observée chez plusieurs plantes (Stewart et Lee, 1974 ; Morales et al.,, 1998 ; Muns, 2002 ;
Taiz et Zeiger, 2010 ; Soliman et al., 2012 ; Avramova et al., 2015) et chez le sorgho (Lacerda et
al., 2001). Cette diminution peut étre causée par plusieurs modifications dont les principales
sont : 1) la diminution de I’épaisseur de I'épiderme, du mésophylle, des espaces intercellulaires
(Parida et al., 2004a) et la diminution de la taille cellulaire (Mensah et al., 2006 ; khedr et al.,
2003). 2) la réduction du nombre de chloroplastes, de la surface foliaire, de la densité stomatique
(Bruns et Hecht-Buchholz, 1990 ; Romeroaranda et al., 2001) 3) les dommages structuraux des
parois cellulaires, la dilation et la réduction de nombre des crétes mitochondriales. 4) les

dommages causés par I’augmentation de 1’éthyléne induite par le stress (Shaharoona et al.,
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2006). Elle peut étre due également a la toxicité ionique provoquée par I’accumulation des ions

NA" et CI' (Lluch et al., 2007 ; Rejili et al., 2008).

Ces résultats montrent également que le poids sec des plants de sorgho inoculés avec les
différents isolats en condition de stress est amélioré, diminué ou inchangé comparé au témoin
non inoculé. Plusieurs auteurs ont rapporté I’effet bénéfique des CMA sur le poids sec des
plantes en condition de stress salin et hydrique (Al-Karaki, 2000 ; Cantrell et Linderman, 2001 ;
Giri et al., 2003 ; 2007 ; Keunho et al., 2005 ; Zuccarini et Okurowska, 2008 ; Arafat et
Miransari, 2014). Les CMA augmentent l'absorption des nutriments, l'accumulation des
osmoprotectants, le taux de la photosynthése et 'utilisation de 1'eau suggérant que la symbiose
MA améliore la tolérance des plantes aux stress abiotiques par la combinaison des effets
nutritionnels, biochimiques, physiologiques et moléculaires (Evelin et al., 2009). Cependant, les
CMA divergent fonctionnellement ; différentes espéces ou isolats présentent une hétérogénéité
de performance dans la croissance des hyphes, I’absorption fongique du P, le transport
symbiotique du P et la colonisation MA racinaire (Allen et al., 1995 ; Smith et al., 2003 ;
Munkvold et al., 2004).

Certaines plantes associées avec les CMA, comme le montre les résultats obtenus, présentent une
croissance modérée ou réduite. Pendant plusieurs années, I’inhibition de la croissance des plantes
mycorhizées n’a pas regu d’attention, il a été déduit qu’elle est probablement engendrée par les
conditions environnementales de 1I’expérience (Smith, 1980). Cependant, Klironomos (2003) et
Tawaraya (2003) ont montré que I’association avec les CMA peut améliorer ou non la croissance
des plantes. Récemment, la symbiose MA est considérée comme un continuum mutualisme
parasitisme, basée sur les variations des échanges de C/P entre les deux symbiotes (Sensoy et al.,
2007). Ils sont considérés comme des parasites en utilisant une voie symbiotique trés évoluée
pour coloniser les racines et bénéficier du carbone mais sans offrir aucun avantage nutritionnel a

la plante hote (Kiers et van der Heijden, 2006).

Outre leur apport bénéfique, les CMA peuvent également influencer la physiologie des plantes
en réduisant I’expression des génes codant des transporteurs du phosphate inorganique (Burleigh

et al., 2002).

D’autre part, les microorganismes du sol influent sur la formation et le fonctionnement de la
symbiose MA (Azcon-Aguilar et Barea, 1992 ; Barea et al., 1997). Les bactéries aidant les CMA
sont connues pour stimuler la croissance du mycélium et pour améliorer la formation des
mycorhizes a arbuscules (Barea et al., 1997 ; Frey-Klett et al., 1997 ; Garbaye, 1994). Le
phosphate solubilisé microbiologiquement peut étre exploité par le mycélium de CMA, ce qui

développe une interaction microbienne synergétique (Barea et al., 1997). Les conditions
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aseptiques de notre culture, qui élimine I’effet assistant des microorganismes de sols, peuvent

étre une cause de I’inefficacité des morphotypes sur la croissance de sorgho.

La classification hiérarchique a montré que I’effet des isolats sur le poids sec du sorgho varie
généralement suivant le sol et le site de prélévement. Ces résultats confirment les observations de
lére

la

1991 ; Requena et al., 1996 ; Mohammad et al., 2003 ; Bouazza Maroufet al., 2015) qui

partie et de la culture monosporale et les observations de plusieurs auteurs (Brundrett,

suggerent que les espéces végétales et la nature de sol influent sur le comportement des spores
MA. Ces résultats suggerent également que les conditions des sols dunaires sont propices au
développement des CMA, tandis que les sols salins influent négativement sur la capacité des
spores a germer et a coloniser les plantes. Selon Juniper et Abbott (2006) cette différence est due
a la différence dans la quantité d’eau et d’énergie requise pour la germination entre les
différentes spores. Tommerup (1984) a rapporté que I’extension initiale des hyphes exige plus
d’eau que le stage intermédiaire pour activer la production du tube germinatif d’ou I’hypothese
émise par Juniper et Abbott (2006) que la germination des spores préhydratées est meilleure que

celle des spores non préhydratées des sols salins.

La croissance du sorgho inoculé avec les isolats des sites AT et LT suggerent que le sol de la
sabliere de Terga renferme des propagules MA efficientes et que les conditions dans cette

sabliére sont propices pour I’efficacité¢ de CMA.

Les isolats des sols salins n’ont pas permis d’améliorer la croissance des plants de sorgho par
rapport aux isolats des autres sites. Ce résultat est en accord avec Copeman et al., (1996) qui ont
rapporté que les isolats des sols non salins ont augmenté la croissance des parties aériennes des
plants de tomate alors que cette dernicre est réduite par les isolats MA des sols salins.
Similairement, Tian ef al., (2004) ont observé que le coton inoculé¢ avec Glomus mosseae 1so0lé
de sol non salin présentent une biomasse et des concentrations en phosphore plus élevées que
celui inoculé avec la méme espece isolé du sol salin. Alors que les travaux de Ruiz-Lozano et
Azcon (2000) ont montré que Glomus sp et G. deserticola isolées du sol salin ont atténué 1’effet

dépressif du sel.

L’examen microscopique a montré que les racines des plants de sorgho inoculés avec les
différent morphotypes ont développé une colonisation MA faible. Les structures MA observées
sont les vésicules (de petite taille) et les hyphes mais aucun arbuscule n’est observé (Fig. 51).
Cette absence peut étre due a la courte longévité des arbuscules (Yawney et Schultz, 1990 ;
Mullen et Schmidt, 1993) ou signifie que la symbiose établie n’est pas fonctionnelle (Hirrel et

al., 1978; Malloch et Malloch, 1981).
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Figure 51 : Racines de sorgho colonisées par différents isolats MA (fleches : vésicules).

D’apres les figures 52 et 53, Les différents parametres d'estimation du degré de colonisation des
racines varient fortement entre les différents isolats et entre les isolats de chaque site. La
fréquence de colonisation (F%) est supérieure a 50% chez la majorité des plantes mais avec des

degrés d’intensité (M%) tres faible qui ne dépassent pas 10%.

La fréquence de colonisation MA (F%) est ¢élevée pour tout les isolats et notamment (p > 0,001)

pour les isolats du site LT comparé aux isolats des autres sites (Fig. 52).

HF%

u M%

Taux de colonisation MA (%)

Sites

Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.
Figure 52 : Taux de colonisation MA des plants de sorgho inoculés avec les isolats de

chaque site. F% : Fréquence de colonisation. M% : Intensité de colonisation.

La fréquence de colonisation (F%) la plus ¢élevée (91,97%) est observée chez les racines de

sorgho colonisées avec I’isolat 3SS6 (Fig. 53). Cet isolat a présenté approximativement le méme
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taux de colonisation durant la culture monosporale. Ce qui témoigne de son infectivité.
Cependant ce morphotype a induit une réduction importante du poids sec (41,61%) des plants de
sorgho par rapport au témoin stressé. Ceci suggere donc, que le taux de colonisation MA élevé

des racines ne garantit pas un meilleur bénéfice de la symbiose.
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Figure 53 : Taux de la colonisation MA des plants de sorgho inoculés avec les différents isolats.
F% : Fréquence de colonisation. M% : Intensité de colonisation.

La fréquence de colonisation observée chez le sorgho est a peu prés similaire a celle observée

par Keunho et al., (2005) chez le sorgho inoculé avec Gigaspora margarita et expos¢€ au stress

salin et hydrique.

La croissance des hyphes des CMA, la colonisation MA des racines différent d’une espece ou
d’un isolat MA a lautre (Allen et al., 1995 ; Smith et al., 2003 ; Munkvold et al., 2004).
Cependant, la faible colonisation MA observée peut étre due a I’effet néfaste de la salinité sur la
symbiose MA (Hirrel, 1981 ; McMillen et al., 1998 ; Jahromi et al., 2008 ; Evelin et al., 2009).
Elle influe négativement sur la croissance des hyphes des CMA et sur leur capacité¢ de
colonisation (Hirrel et Gerdemann, 1980 ; Menconi et al, 1995; Sheng et al., 2008),
probablement en raison de I'effet direct du NaCl sur les champignons (Juniper et Abbott, 2006)
qui supprime ou réduit la formation des MA (Tian ef al., 2004 ; Sheng et al., 2008).

L’état symbiotique entre les deux symbiotes est défini également par la stabilité de 1’association
symbiotique. L’interaction a bénéfice mutuel n’est pas accidentelle, elle s’exerce pendant une
durée précise de la vie des deux partenaires symbiotiques. L’effet bénéfique des CMA n’est
observé que durant la période de stabilité de 1’association et de I’activité symbiotique, c'est-a-
dire entre la fin de reconnaissance et d’installation et le début de la, phase de sénescence. Cette

durée, limitée par celle de la structure des racines et le type de mycorhize, est généralement de
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I’ordre de quelques semaines a quelques mois (Garbaye, 2013). Aussi, la durée de
I’expérimentation (42 jours) semble insuffisante pour le fonctionnement efficace de la symbiose
avec les différents isolats, mais suffisante pour établir une symbiose significativement efficiente
et fonctionnelle avec un mixte des CMA isolés des mémes sites d’isolement des différents
morphotypes (cf. partie 1, piégeage des endomycorhizes). De ce qui précede, il ressort que la
symbiose établie avec un seul CMA est moins rentable que la symbiose établie avec un mixte de
CMA et qu’elle nécessite plus de temps pour qu’elle soit fonctionnelle et efficiente. Hu et al.,

(2010) ont rapporté que I’'inoculum riche en CMA diversifiés est écologiquement plus bénéfique.

Par ailleurs, la qualité¢ de I’inoculum refléte la qualité de la symbiose. Un inoculum de bonne
qualité doit contenir un nombre élevé de propagules MA viables. L’inoculum vital et efficient
assure une meilleure nutrition minérale et hydrique. Il faut cependant rester prudent dans
I’interprétation de I’efficience de I’inoculum utilisé dans nos conditions expérimentales car ce
dernier est issu de la culture monosporale et de multiplication qui demandent plus de temps pour

produire plus de propagules MA.
2.1. Conclusion partielle

Apres deux mois de culture, les différents morphotypes isolés ont pu germer, coloniser les plants
de mais et sporuler pour un nombre tres faible de morphotypes. Cette colonisation et sporulation
est différente pour les différents morphotypes. Les résultats obtenus ont montré que la fréquence
de colonisation MA est liée aux sites, sols, espéces végétales d’isolement, tandis que 1’intensité
de colonisation et la sporulation dépendent des morphotypes eux-mémes. La meilleure
colonisation est obtenue par les morphotypes isolés des sols dunaires, particulierement de la
rhizosphére d’A. saligna. Cette étape nous a permis aussi de produire des inocula de 42
morphotypes sous différentes formes (sols contenant de propagules MA, spores MA, racines

mycorhizées) issus de différentes régions, sols, sites et d’espéces végétales.

Le test de performance des différents isolats en condition de salinité et de sécheresse nous a
permis de classer les différents isolats, selon leur effet sur la croissance des plants de sorgho, en
trois groupes : les isolats qui améliorent la croissance du sorgho, les isolats qui réduisent le poids
sec des plants et les isolats qui n’ont aucun effet sur ce parametre. La classification hiérarchique
basée sur I’indice de similarité de poids sec des plants de sorgho inoculés avec les 42 isolats des
morphotypes a montré que le poids sec des plants de sorgho est réduit lorsqu’ils sont associés
aux isolats des sols salins et que les isolats du LT et I’isolat ATS6 sont les plus performants en
condition de stress salin et hydrique. Cette classification a indiqué également que le sol et le site

d’isolement contribuent a la performance des isolats en condition de stress salin et hydrique.
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Enfin, les différents isolats MA présentent une divergence dans leur germination, colonisation
des plantes, sporulation et dans leur performance en condition de stress salin et hydrique. En
outre, nous avons suppos¢ que I’amélioration du poids sec des plants de sorgho et le taux de
colonisation sont faibles a cause du temps court de I’expérimentation et/ou la qualité¢ de
I’inoculum qui nécessite d’autres cultures de multiplication, plus de temps pour produire plus de

propagules MA.

De chaque sol, un isolat est sélectionné et multipli¢é pour son utilisation ultérieure dans
I’inoculation des plants d’Acacia saligna et de Lotus creticus. Ces morphotypes sont AT6, LT3,
LB2, SSTS5 et 3S6 isolés respectivement des sites AT, LT, LB, SST et 3S. Les morphotypes
AT6, LT3, LB2 ont induit une amélioration de la croissance des plants de sorgho par contre les

morphotypes SSTS5 et 356 sont choisis en se basant sur leur taux de colonisation élevé.

3. Effet du stress salin et de I’inoculation sur les plants d’Acacia saligna et de Lotus

creticus

Afin d’évaluer le role de la symbiose MA et rhizobienne dans la tolérance des plants d’Acacia
saligna et de Lotus creticus a la salinité, I’effet de I’inoculation simple mycorhizienne ou
rhizobienne, celui de [I’inoculation mixte mycorhizienne et de I’inoculation double
mycorhizienne et rhizobienne, sur la croissance et la physiologie des plants en condition de stress

salin, est analysé.

3.1. Acacia saligna

Les résultats obtenus montrent que le stress salin et ’ensemble des inoculations ont induit des

effets sur le développement et les parameétres étudiés chez Acacia saligna (Fig. 54).

Figure 54 : Croissance des plants d’Acacia saligna aprés quatre mois de culture et deux
semaines de stress salin. a: Simple inoculation rhizobienne. b : Simple inoculation
mycorhizienne. ¢ : Inoculation mixte. d : Témoin.
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3.1.1. Effet du stress salin et de I’inoculation sur le poids sec

Comparé au témoin non stressé (Tns), le stress salin a induit une diminution de 17,17% du poids

sec des plants d’Acacia saligna non inoculé (Ts) (Fig. 55).

L’ensemble des inocula a permis d’améliorer significativement (p < 0,05) le développement d’A4.
saligna par rapport au témoin stressé (Ts) a ’exception de I’isolat AT6 et du mixte de CMA
SST. Dans le cas de I’inoculation MA simple, ce développement est amélioré par les isolats
provenant des sols salins alors qu’il est amélioré par les CMA de la rhizosphére d’A4. saligna de
Terga (AT) dans le cas de I’inoculation mixte et double. Le développement est plus important
lorsque A. saligna est simultanément inoculé avec les CMA AT, SST et la souche rhizobienne,
soit une augmentation respectivement de 209,29% et de 137.68% par rapport au t€émoin stressé

(Ts) (Fig. 55).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 55 : Effet des différents inocula sur le poids sec des plants d’A. saligna sous stress salin.
PS : Poids sec. SI Mye : Simple inoculation mycorhizienne, SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne,
MI : Mixte inoculation, DI : Double inoculation, Ts : Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé.

3.1.2. Effet du stress salin et de I’inoculation sur La teneur relative en eau (TRE)

Comparé¢ au témoin non stressé (Tns), le stress salin a induit une augmentation de 11,52% de la
teneur relative en eau des plants d’A4. saligna non inoculé (Ts) (p > 0,05) (Fig. 56).

L’inoculation des plants sous stress salin a induit des réponses variables quant a la teneur relative
en eau. Une augmentation de ce parameétre est remarquable chez les plants inoculés avec le mixte
de CMA SST. Une diminution de la teneur relative en eau est également observée notamment

chez les plants inoculés avec la souche rhizobienne et la combinaison SST-S4 (Fig. 56).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 56 : Effet des différents inocula sur la teneur relative en eau des plants d’Acacia saligna

sous stress salin. TRE : Teneur relative en eau. SI Mye : Simple inoculation mycorhizienne,

SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne, MI : Mixte inoculation, DI: Double inoculation, Ts :
Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé.

3.1.3. Effet du stress salin et de I’inoculation sur les paramétres symbiotiques

3.1.3.1. Nombre de nodule

L’établissement de la symbiose entre les plants d’A. saligna et la souche Rhizobium
leguminosarum (S4) est observée (Fig. 57). Le nombre de nodule le plus important est obtenu
dans le cas des plants d’A4. saligna co-inoculés avec la souche S4 et les CMA AT, avec une
augmentation de 29.27% par rapport a I’inoculation avec la souche S4 seule (p < 0,005).

Cependant, ce nombre diminue dans le cas des autres co-inoculations (p > 0,05) (Fig. 58).

p— 5

Figure 57 : Nodules racinaires des plants d’A4. saligna inoculés avec
la souche de Rhizobium leguminosarum (S4) et soumis au stress salin.
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 58 : Effet des différents inocula sur le nombre de nodules chez les plants d’Acacia

saligna sous stress salin. SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne, DI : Double inoculation, Ts :
Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé.

3.1.3.2. Taux de colonisation MA
L’analyse microscopique du statut mycorhizien a révélé la présence de toutes les structures MA

(hyphes, vésicules et arbuscules) chez les racines d’Acacia saligna inoculés avec les différents

CMA (Fig. 59).

Figure 59: Racines d’Acacia saligna colonisées par les différents CMA. Ar : arbuscule,
H : hyphes ; V : vésicules
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D’apres la figure 60 et selon I’analyse de la variance des parameétres de colonisation MA, la
fréquence de colonisation MA (F%) difféere souvent d’une maniere significative entre les

différents CMA contrairement a I’intensité de colonisation MA (M%) qui varie trés peu.

Dans le cas de I'inoculation MA simple, les plants d’A4. saligna présentent les valeurs F% les
moins ¢levées, qui ne dépasse pas 25%. En inoculation mixte, ce sont les CMA AT qui
présentent une fréquence de colonisation la plus élevée suivie par celle des CMA 3S. Alors,
qu’en double inoculation ce classement est inversé, le paramétre F% des CMA du AT est le plus

¢levé suivi par celui des CMA 38.

Les valeurs de la fréquence de colonisation F% les plus faibles sont notées chez les plants

moculés avec les CMA isolés du SST, seul, mixte ou en combinaison avec la souche

rhizobienne.
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 60 : Taux de colonisation MA des plants d’A. saligna inoculés avec les différents CMA.
F% : Fréquence de colonisation. M% : Intensit¢ de colonisation. SIMyc : Simple inoculation
mycorhizienne, SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne, MI: Mixte inoculation, DI: Double
inoculation, Ts : Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé.

3.1.3.3. L’efficience symbiotique

D’apres la figure 61, comparé au témoin stress¢, seules les symbioses simple rhizobienne, mixte
mycorhizienne et double rhizobienne et mycorhizienne qui sont efficientes. Cette efficience est
par contre diminuée dans le cas de la symbiose simple MA et de la symbiose avec le mixte de
SST (p < 0,05). L’efficience symbiotique la plus élevée est notée chez les plants d’A. saligna co-

moculés avec la combinaison S4-CMA du AT.
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 61 : Efficience de différentes symbioses des plants d’A. saligna inoculés avec les

différents inocula. ES: Efficience symbiotique. SIMye: Simple inoculation mycorhizienne,
SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne, MI : Mixte inoculation, DI: Double inoculation, Ts :
Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé.

3.1.4. Effet du stress salin et de I’inoculation sur les parameétres biochimiques
3.1.4.1. La proline
Comparé¢ au témoin non stressé (Tns), le stress salin a induit une accumulation de 164,7% de la

teneur en proline chez les plants d’Acacia saligna non inoculé (Ts) (Fig. 62).

L’ensemble des inocula a induit une augmentation (p > 0,05) de ce paramétre par rapport au
témoin stressé (Ts), a I’exception des isolats MA AT6, SST5 et 3S6 et le mixte de CMA SST.
Cette augmentation est enregistrée particuliecrement chez les plants co-inoculés (DI) notamment
avec la combinaison CMA SST-S4, chez ceux inoculés avec le mixte de CMA AT et 3S puis

chez les plants inoculés avec la souche S4 (Fig. 62).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 62 : Effet des différents inocula sur ’accumulation de la proline chez les plants d’A.
saligna sous stress salin. MVL : Matiére végétale lyophilisée SIMyc : Simple inoculation

mycorhizienne, SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne, MI: Mixte inoculation, DI: Double
inoculation, Ts : Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé.
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3.1.4.2. Les sucres solubles

Le stress salin a induit également une accumulation de 33,57% du contenu en sucres solubles
chez Acacia saligna non inoculé (Ts) comparé au témoin non stressé¢ (Tns) (Fig. 63).

Des variations de la teneur en sucres solubles sont observées sous I’effet de I’inoculation et du
stress. Seules les plantes co-inoculées avec la combinaison S4-CMA SST présentent des teneurs
en sucres solubles significativement supérieures au témoin stressé. Les autres inocula n’ont
induit aucun effet significatif sur les teneurs en sucres solubles, a I’exception des CMA AT6,
SSTS, 3S6 et les CMA du SST qui ont induit une diminution significative (p < 0,01) de ce
parameétre (Fig. 63).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 63 : Effet des différents inocula sur I’accumulation des sucres solubles chez les plants

d’A. saligna sous stress salin. MVL: Matiére végétale lyophilisée. SIMyec: Simple
inoculation mycorhizienne, SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne, MI : Mixte inoculation, DI :
Double inoculation, Ts : Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé.

3.1.4.3. La chlorophylle totale

Comparé au témoin non stressé (Tns), le stress salin a induit une diminution faible de 6.17% de
la teneur en chlorophylle totale chez les plants d’Acacia saligna non inoculé (Ts) (Fig. 64).

L’ensemble des inocula a induit une augmentation de la chlorophylle totale chez Acacia saligna,
a Pexception des CMA SST. Cette augmentation est significativement élevée chez les plants
moculés avec la souche rhizobienne, le mixte de CMA 3S et les combinaisons CMA SST-S4 et
CMA 3S-S4 (Fig. 64).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 64 : Effet des différents inocula sur les teneurs en chlorophylle totale chez les plants d’ 4.

saligna sous stress salin. MVL : Matiére végétale lyophilisée. SIMye : Simple inoculation
mycorhizienne, SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne, MI: Mixte inoculation, DI: Double
inoculation, Ts : Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé.

3.2. Lotus creticus

Les résultats obtenus montrent que le stress salin et I’ensemble des inoculations ont induit des

effets sur le développement et les parameétres étudiés chez Lotus creticus (Fig. 65).

Figure 65 : Croissance des plants de Lotus creticus aprés quatre mois de culture et deux
semaines de stress salin. a : Simple inoculation mycorhizienne. b : Simple inoculation
rhizobienne. ¢ : Inoculation mixte mycorhizienne. d : double inoculation (rhizobienne et
mycorhizienne). e : Témoin stressé.

3.2.1. Effet du stress salin et de ’inoculation sur la production de la matiére
végétale seéche
Le stress salin a induit une diminution de 22% du poids sec des plants de Lotus creticus non

inoculé (Ts) comparé au témoin non stressé (Tns) (Fig. 66).

Comparé au témoin stressé (Ts), une augmentation de la biomasse végétale séche est observée
dans le cas de I’inoculation double notamment avec les combinaisons ORS1410-CMA LB et
ORS1410-CMA 38 et de I’inoculation avec le mixte LT (p < 0,05). En revanche, les inoculations
simples mycorhizienne et rhizobienne n’ont induit aucun effet significatif sur ce parametre (Fig.

66).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 66 : Effet des différents inocula sur le poids sec des plants de Lotus creticus sous stress

salin. PS : Poids sec. SIMye : Simple inoculation mycorhizienne, SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne,
MI : Mixte inoculation, DI : Double inoculation, Ts : Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé.

3.2.2. Effet du stress salin et de I’inoculation sur la teneur relative en eau

Comparé au témoin non stressé (Tns), le stress salin a induit une diminution de 61.36 % de la
teneur relative en eau de Lotus creticus non inoculé (Ts) (Fig. 67).

A D’exception de la souche ORS1410 et la combinaison ORS1410-CMA SST, I’ensemble des
inoculations a permis d’augmenter les teneurs relatives en eau de L. creticus. Cette amélioration
est hautement significativement (P > 0,005) induite par la combinaison ORS1410-CMA LT et
non significativement par la combinaison ORS1410-CMA 3S et les mixtes de CMA LT et 3S
(Fig. 67).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 67 : Effet des différents inocula sur la teneur relative en eauf(.lems plants de Lotus creticus

sous stress salin. TRE : Teneur relative en eau. SIMyc : Simple _inoculation mycorhizienne,
SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne, MI : Mixte inoculation,. QI: Double inoculation, Ts :
Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé. =
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3.2.3. Effet du stress salin et de I’inoculation sur les paramétres symbiotiques

3.2.3.1. Nombre de nodule

L’établissement de la symbiose entre Lotus creticus et la souche Ensifer sp (ORS 1410) est
observée (Fig. 68). Les plants de L. creticus inoculés avec la souche ORS1410 présentent un
nombre de nodule (p < 0,005) trés faible qui ne dépasse pas en moyenne 2 nodules par plant.
Cependant, I’inoculation simultanée avec la souche ORS1410 et le mixte de CMA a permis

d’augmenter significativement (p < 0,005) le nombre de nodule notamment chez les plants co-

inoculés avec la combinaison ORS1410-CMA LB (Fig. 69).

Figure 68 : Nodules racinaires des plants de Lotus creticus inoculés avec la souche de

rhizobium (ORS1410) et soumis au stress salin.
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 69 : Effet des différents inocula sur le nombre de nodules chez les plants de Lotus
creticus sous stress salin. SI rhiz : Simple inoculation rhizobienne, DI : Double inoculation,

Ts : Témoin stressé.
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3.2.3.2. Taux de colonisation MA

L’analyse microscopique du statut mycorhizien a révélé la présence de toutes les structures MA

(hyphes, vésicules et arbuscules) chez les racines de Lotus creticus inoculés avec les différents
CMA (Fig. 70).

Figure 70 : Racines de Lotus creticus colonisées par les différents CMA.
V : vésicule ; hyphes (fléches blanches) ; arbuscules (fléches noires)

Le taux de colonisation MA varie entre les différents types d’inoculations. Globalement, ce taux
est amélioré dans le cas de I’inoculation mixte mycorhizienne particuli¢crement avec les CMA
provenant de la rhizosphére de L. creticus et dans le cas de ’inoculation double notamment avec
la combinaison ORS1410-CMA LB (Fig. 71). Il en est de méme pour I’inoculation simple MA

qui permet un taux de colonisation important notamment 1’isolat LT3.
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 71 : Taux de colonisation MA des plants de Lotus creticus inoculés avec les différents

inocula. F% : Fréquence de colonisation. M% : Intensit¢ de colonisation. SIMyc : Simple
inoculation mycorhizienne, SIRhiz : Simple inoculation rhizobienne, MI : Mixte inoculation, DI :
Double inoculation, Ts : Témoin stressé, Tns : Témoin non stressé.
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3.2.3.3. L’efficience symbiotique

D’apres la figure 72, comparé au témoin stressé (Ts), seules les inoculations double et mixte
avec les CMA LT qui ont permis au Lotus creticus d’établir une symbiose efficiente. Cette
efficience est par contre diminuée dans le cas des inoculations simples mycorhizienne et
rhizobienne. L’efficience symbiotique la plus élevée est hautement significativement (p <0,005)
notée chez les plants inoculés avec les combinaisons ORS1410-CMA LB et ORS1410-CMA 3S
et avec le mixte de CMA LT (Fig. 72).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 72 : Efficience de différentes symbioses des plants de Lotus creticus inoculés avec les

différents inocula. SIMyec: Simple inoculation mycorhizienne, SIRhiz : Simple inoculation
rhizobienne, MI : Mixte inoculation, DI : Double inoculation, Ts : Témoin stressé, Tns : Témoin non
stressé.

3.2.4. Effet du stress salin et de I’inoculation sur les parameétres biochimiques

Les parameétres biochimiques sont étudiés seulement chez L. creticus inoculés avec I’inoculation

simple rhizobienne et I’inoculation double rhizobienne et mycorhizienne.

3.2.4.1. La proline

Comparé¢ au témoin non stressé (Tns), une accumulation importante de la proline est observée,

sous stress salin, chez L. creticus non inoculé (Ts) (p > 0,05) (Fig. 73).

A T’exception de I’inoculation avec la souche ORS1410 et la combinaison ORS1410-SST,
I’inoculation a induit une augmentation hautement significative (p < 0,001) des teneurs en
proline spécifiquement chez les plants co-inoculés avec la souche de rhizobium et les mixtes de
CMA. L’augmentation la plus élevée est hautement significativement (p > 0,001) enregistrée
chez les plants co-inoculés avec la combinaison ORS1410-LB avec une augmentation de

323.92% par rapport au témoin stressé (Ts) (Fig. 73).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 73 : Effet des différents inocula sur I’accumulation de la proline chez les plants de Lotus
creticus sous stress salin. MVL : Matiére végétale lyophilisée.

3.2.4.2. Les sucres solubles

Comparé¢ au témoin non stressé¢ (Tns), le stress salin a induit une accumulation de 16% du
contenu en sucres solubles chez L. creticus non inoculé (Ts) (p > 0,05) (Fig. 74). Cette
accumulation est améliorée seulement par I’inoculation avec la combinaison ORS1410- CMA

LT par rapport au témoin stressé (Ts) (p > 0,05) (Fig. 74).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 74 : Effet des différents inocula sur I’accumulation des sucres solubles chez les plants de
Lotus creticus sous stress salin. MVL : Matiére végétale lyophilisée.
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3.2.4.3. La chlorophylle totale

Sous I’effet du stress salin, la teneur en chlorophylle totale des plants Lotus creticus non inoculé

(Ts) est diminuée Comparé au témoin non stressé (Tns) (Fig. 75).

L’ensemble des inoculations a induit une augmentation des teneurs en chlorophylle totale, a
I’exception de la combinaison ORS1410- CMA LB qui n’a aucun effet sur ce paramétre (p >

0,05) (Fig. 75).
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Les valeurs représentées par la méme lettre ne sont pas significativement différentes selon le test de Tukey a p < 0,05.

Figure 75 : Effet des différents inocula sur ’accumulation de la chlorophylle totale chez les
plants de Lotus creticus sous stress salin. MVL : Matiére végétale lyophilisée.

3.3. Discussion
3.3.1. Effet du stress salin sur les plants d’ Acacia saligna et de Lotus creticus non

inoculé

Le stress salin a induit une perturbation des parameétres biométriques et biochimiques. Ces
symptomes de stress sont observés par plusieurs auteurs chez diverses plantes (Stewart et Lee,
1974 ; Morales et al., 1998 ; Agastian et al., 2000 ; Muns, 2002 ; Parida et al., 2002 ; Karpe et
al., 2012). Le stress salin a induit une diminution non significative de la croissance des plants
d’A. saligna et de L. creticus. Cette diminution est enregistrée également par Soliman et al.,
(2012) chez A. saligna soumis a 6,25, 12,50 ou 25 dS/m de NaCl et CaCl,, par Hatimi (1999)
chez la méme espece soumise a 500 mM de NaCl et par Zou et al., (1995) chez A. ampliceps

soumis @ 100 mM de NaCl pendant deux semaines.

Chez L. creticus, cette diminution est observée chez les plants traités avec 140 mM de NaCl

(Sanchez-Blanco et al., 1998) et 200 a 400 mM de NaCl (Rejili et al., 2006 ; 2007). Ces auteurs
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ont lié cette diminution a la toxicité ionique des ions Na' et CI" du fait que les plants de L.

creticus sont incapables de séquestrer ces ions.

La diminution de la biomasse séche des plants d’A. saligna et de L. creticus sous I’effet du stress
salin peut étre corrélée a la réduction du développement racinaire et aérien. La racine est le
premier organe qui subit le stress salin. Ce dernier cause un raccourcissement et un
épaississement des racines. Munns (1992) a rapporté que le stress salin réduit la croissance des
plantes indirectement par la réduction de la surface foliaire et par la sénescence des feuilles
agées. En effet, I’accumulation des ions Na™ et CI principalement au niveau foliaire provoque
une toxicité ionique qui exerce un effet suppresseur sur les feuilles (Lloret et al., 1998 ; Lluch et
al., 2007 ; Rejili et al., 2008). Par ailleurs, Garg et Singla (2004) expliquent ce phénomeéne par le
détournement par la plante de 1’énergie et des glucides destinés a sa croissance au profit de

’ajustement osmotique.

La diminution de la croissance résulte également de diverses modifications morphologiques et
physiologiques tels que 1) la diminution de I’épaisseur de I'épiderme, du mésophylle et des
espaces intercellulaires (Parida et al., 2004a) et la diminution de la taille cellulaire (Mensah et
al., 2006 ; khedr et al., 2003). 2) la réduction du nombre de chloroplastes, de la surface foliaire et
de la densité stomatique (Bruns et Hecht-Buchholz, 1990 ; Romeroaranda et al., 2001). 3) les
dommages structuraux des parois cellulaires, la dilation et la réduction de nombre des crétes
mitochondriales. 4) les dommages causés par ’augmentation de 1’éthyléne induit par le stress

(Shaharoona et al., 2006).

Le stress salin a induit aussi une augmentation de la teneur relative en eau (TRE) chez A. saligna
qui est en accord avec les résultats obtenus par Tadros (2011) chez la méme espéce mais en
contradiction avec les résultats obtenus chez d’ autres plantes (Hassani et al., 2008 ; Leye et al.,
2012 ; Bouatrous et Yakhlef, 2014) y compris A. saligna (Ayeb et al., 2004 ; Elfeel et
Bakhashwain, 2012). Cette augmentation est rencontrée chez 1’halophyte Atriplex nummularia
ou une fois la teneur relative en eau augmentée ’ajustement osmotique de cette plante semble
étre tres efficace (Aratjo et al., 2006). Ces chercheurs ont conclu que ’augmentation de la
teneur relative en eau avec I’augmentation de la salinité indique qu’Atriplex nummularia semble
avoir un mécanisme efficace pour ajuster osmotiquement le cytosol cellulaire. D’un autre coté,
Ighilhariz (1990) a expliqué ce phénomene par les modifications tissulaires : hydratation du
parenchyme et des espaces intercellulaire chez Retama retam soumis au stress salin, ce qui
traduit une certaine succulence (Ighilhariz, 1990) et une réduction du taux de transpiration et de
photosynthese (Black, 1956 ; Silambarasan et Natarajan, 2014). Ceci est confirmé par la

corrélation négative entre la teneur relative en eau et le taux de la chlorophylle (r =-0,286).
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Cependant, le stress salin a induit une diminution de la TRE chez L. creticus. Rejili et al., (2006)
ont observé que la TRE est améliorée chez les plants de L. creticus traité avec 100 mM de NaCl
mais au dessus de cette concentration ce parametre est diminué considérablement avec
I’augmentation du stress. Cependant, cette diminution est en contradiction avec les résultats de

Sanchez-Blanco et al., (1998) chez L. creticus traités avec 140 mM de NaCl.

Concernant les parametres biochimiques, le stress salin a induit une accumulation de proline et
des sucres solubles chez 4. saligna et L. creticus. L’accumulation de la proline est observée
¢galement par Hatimi (1999) et Soliman et al., (2012) chez la méme espéce et chez 4. senegal
par Hardikar et Pandey (2008). L’accumulation des sucres solubles est rapportée également par
Soliman et al., (2012) chez A. saligna et par Datta et Kulkarni (2014) chez A. arabica.
L’accumulation de ces deux osmoprotectants est rapportée aussi chez L. creticus par Rejili et al.,

(2008) et Sanchez et al., (2012).

La capacité d'accumuler la proline est corrélée avec la tolérance des plantes au stress abiotique
(Barnett et Naylor, 1966 ; Singh et al., 1972 ; Stewart et Lee, 1974 ; Ashraf, 1989 ; Ighilhariz
(1990) et Hasegawa et al., 2000). Elle semble le meilleur indicateur de la résistance au stress
pour certains mécanismes (Jampeetong et Brix, 2009). Selon Lei et al., (2007), le déficit
hydrique induit une augmentation progressive du contenu en proline par I’augmentation de
’activité enzymatique du A-pyrroline-5-carboxylate synthétase (PSCS) qui est induit durant le
déficit hydrique. Selon Ashraf et Iram (2005), I’augmentation de la proline est liée au déclin des
protéines totales. L’activité des enzymes impliquées dans la biosynthése des protéines et la
dégradation de la proline est réduite en condition de stress salin (Manchada et Garg, 2008). En
effet, le stress salin amplifie ’activité des protéases qui hydrolysent les protéines en acides
aminés destinés a étre stockés et/ou utilisés dans 1’ajustement osmotique (Parida et al., 2004 ;
Ezzine et Ghorbel, 2006). De plus, la dégradation des protéines est induite également par ’ABA
(Cooke et al., 1979 ; Hare et al., 2003). Cette phytohormone est positivement corrélée avec
I’accumulation de la proline (Stewart, 1980 ; Manivannan et al., 2008 ; Costa et al., 2011). D’un
autre coté, la salinité inhibe I’oxydation de la proline dans la mitochondrie et altére la
perméabilité de la membrane mitochondriale (Miller et al., 1971 ; Sells et Koeppe, 1980). Elle
inhibe ainsi I’incorporation de la proline aux protéines, ce qui méne a I’accumulation de la

proline en condition de stress (Stewart, 1977).

La proline peut agir comme un osmolyte, un capteur des ERO et un chaperon moléculaire
stabilisateur de la structure des protéines protégeant ainsi les cellules contre les dommages
causés par le stress (Hare et Cress, 1997 ; Rhodes et al., 1986 ; Verbruggen et Hermans, 2008 ;

Szabados et Savoure, 2010). Elle pourrait, également, intervenir dans la régulation du pH
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cytoplasmique ou constituer une réserve d’azote utilisée par la plante postérieurement durant la

période du stress (Rabie et Almadini, 2005 ; Hassani et al., 2014).

La salinité et la sécheresse conduisent généralement a une diminution de la teneur en amidon et a
l'accumulation des sucres solubles notamment dans les feuilles (Todaka ez al., 2000 ; Kaplan et
Guy, 2004 ; Basu et al., 2007 ; Kempa et al., 2008). L’augmentation des sucres solubles est due,
selon Munns ef al., (2006), a la dégradation des réserves amylacées, par leur conversion rapide
en saccharose suite a une inhibition de la synthése de I’amidon. Ces sucres qui s'accumulent en
réponse au stress peuvent fonctionner comme des osmolytes pour maintenir la turgescence des
cellules, stabiliser les membranes et les enzymes déshydratées et protéger les différentes
structures biologiques des dommages du stress (Madden et al.,, 1985 ; Kaplan et Guy., 2004 ;
Soliman, 2008).

Le stress salin a induit une diminution de la chlorophylle totale chez A. saligna et L. creticus.
Cette diminution est notée également chez 4. saligna traitée avec une solution de NaCl de 12,5
ds/m (Soliman et al., 2012) et chez A. arabica traitée avec des solutions de NaCl de 1,04 - 2,1 -
3,78 - 5,94 jusqu’a 8,26 dS/m (Datta et Kulkarni, 2014). Cette diminution est observée aussi par

Diaz et al., (2005) chez L. glaber et L. corniculatus sous stress hydrique.

Selon Netendo et al., (2004) et Chavez et al., (2009), ’accumulation des ions Na' et CI” affectent
la teneur en chlorophylle totale par I'inhibition de sa synthése ou par I'accélération de sa
dégradation. Grattan et Grieve (1994) ont rapporté que le NaCl a un effet antagoniste sur
I’absorption de 1’azote, composant essentiel des chlorophylles. Il affecte négativement aussi
d’autres éléments minéraux, principalement le magnésium. Plusieurs auteurs ont rapporté que la
réduction du Mg"?, nécessaire pour la biosynthése de la chlorophylle, affecte négativement la
biosynthése de la chlorophylle et par conséquence la réduction de la concentration de
chlorophylle totale et de la photosynthese (Feigin et al., 1991 ; Giri et Mukerji, 2004 ; Murkute
et al., 2006 ; Sheng et al., 2008 ; Evelin et al., 2009). D’un autre coté, plusieurs auteurs ont li¢ le
déclin de la chlorophylle totale a I’accumulation des solutés compatibles foliaires (Tahri et al,
1998 ; Al sohbi et al., 2006 ; Hassani ef al., 2014). Ces derniers auteurs ont suggéré 1’existence
d’une connexion vraisemblable entre les voies de biosynthese de la chlorophylle totale et de la
proline. Une compétition entre ces deux composés sur leur précurseur commun, le glutamate,
peut étre a ’origine de cette évolution (Grennan, 2006). De méme, Al sohbi et al., (2006) ont
rapporté que I’accumulation des sucres solubles induit un feedback négatif sur le processus

photosynthétique.
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3.3.2. Effet de I’inoculation sur la réponse des plants d’Acacia saligna et de Lotus
creticus au stress salin

Globalement, I’inoculation a permis d’améliorer le développement des plants d’A4. saligna et de
Lotus creticus et de limiter les effets négatifs du stress salin. Elle a induit une augmentation de la
biomasse de ces plantes. Ce phénomene est observé chez A. saligna (Hatimi, 1999 ; Soliman et
al., 2012), Acacia spp.(Marcar et al., 1991), A. ampliceps (Zou et al., 1995), A. auriculiformis et
A. nilotica (Giri et al., 2003 ; 2007), A. arabica (Datta et Kulkarni, 2014), Lotus japonicum
(Lopez et al., 2006) et chez L. glaber (Sannazzaro et al., 2006).

Cet effet positif est expliqué par une meilleure nutrition azotée, un meilleur statut hydrique, une
meilleure acquisition de minéraux et de la matiére organique grace a a la symbiose rhizobienne
et une meilleure nutrition phosphatée, minérale et hydrique grace a la symbiose MA (Asghar et
al., 2003 ; Aliasgharzad et al., 2006 ; Khushi ef al., 2008 ; Ferguson et al., 2010 ; Oufdou et al.,
2014 ; Liu et al., 2015).

En condition de stress salin, les rhizobia induisent la croissance des plantes directement par la
production de métabolites ou substances tels que les sidérophores, les lumichromes, les lipo et
exo-polysaccharides (LCOs et EPS), I’enzyme ACC désaminase qui hydrolyse les ACC
(précurseur de 1’éthyléne dans la plante) (Ma et al., 2004 ; Nukui et al., 2006 ; Hafeez et al.,
2006 ; Duan et al., 2009) etc. et par la fixation, la solubilisation et ’augmentation de I’absorption
des ¢éléments minéraux. Les rhizobia convertissent le phosphate fixé ou insoluble par des
processus de chélation, acidification, échange des réactions, production de I’acide gluconique,
mobilisation des liaisons phosphores par la libération des enzymes phosphatases et des acides
organiques tels que I’acide citrique, a. glutamique, a. carbonique (Abd-Alla, 1994 ; Chung ef al.,
2005 ; Rodriguez et al., 2006 ; Afzal et Bano, 2008). de Varennes et Goss (2007) et Kaschuk et
al., (2010) ont attribué ainsi cet effet a la production de métabolites secondaires tels que les
antibiotiques et les phytohormones qui améliorent les processus physiologiques et par
conséquence la croissance des plantes. Dans ce sens, plusieurs auteurs ont déclaré que les
rhizobia produisent des hormones de croissance végétale telles que les auxines et les
gibbérellines qui sont impliqués dans la réduction des symptomes de sénescence, I’amélioration
de la tolérance des végétaux, I’induction d’une meilleure croissance (Antoun et al., 1998 ;
Rashad et al., 2001 ; Aliasgharad et al., 2006 ; Reichman, 2007 ; Khushi et al., 2008 ; Bianco et
al., 2009 ; Vargas et al., 2010 ; Afzal et al., 2010). Le role des rhizobia dans ’augmentation de
la production des enzymes antioxydantes est di également a ’amplification de la synthése des
flavonoides chez les plantes hdtes qui ont une activité antioxydante contre les radicaux libres
générés par le stress salin (Zhao et al., 2009). La capacité de produire des phytohormones est

notée ¢galement chez les CMA (Danneberg et al., 1992 ; Jahromi et al., 2008) mais il est admit
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que la symbiose MA augmente la tolérance de sa plante hote durant le stress salin par
I’amélioration de sa croissance, principalement par l'amélioration de sa nutrition phosphatée
(Hanway et Heidel, 1952 ; Hirrel et Gerdemann, 1980 ; Poss et al., 1985 ; Al-Karaki, 2000) et en
la modification de la balance K'/Na" (Hanway et Heidel, 1952 ; Ojala ef al., 1983 ; Mohammad
et al., 2003 ; Rabie et Almadini, 2005 ; Giri et al., 2007 ; Porras-Soriano et al., 2009 ; Hammer
et al., 2011a ; Estrada et al., 2013 ; Garcia et al., 2014). Giri et al., (2007) ont montré que A.
nilotica colonisée avec le CMA Glomus fasciculatum présentent une concentration élevée en K
dans les tissus aérien et racinaire sous stress salin. Il semblerait donc que I’accumulation élevée
en K’ chez les plantes mycorhizées durant le stress salin peut aider & maintenir un ratio élevé de
K'/Na®, empéchant ainsi la perturbation de divers processus enzymatiques et I'inhibition de la
synthese des protéines. Cet effet positif conduit également a I’amélioration du statut nutritionnel
(P, N, Mg et Ca) (Thomson et al., 1990 ; Jindal et al., 1993 ; Porcel et Ruiz-Lozano, 2004 ; Al-
Garni, 2006 ; Flowers et Colmer, 2008 ;Ortiz et al., 2014).

L’inoculation a amélioré le statut hydrique surtout chez L. creticus et plusieurs auteurs ont
rapporté que la symbiose mycorhizienne améliore le statut de I’eau des plantes stressées (Porcel
et Ruiz-Lozano, 2004 ; Zhu et al., 2012). Cette amélioration peut étre due directement a
I’absorption de 1’eau par les hyphes extra-racinaires (Ruiz-Lozano et al., 1995) ou indirectement
par I’amélioration du statut nutritionnel de la plante hote (Subramanian et Charest, 1997),
I’amélioration de I’ajustement osmotique (Wu et Xia, 2006), la régulation des stomates par des
signaux hormonaux (Aroca et al., 2008), la modification de I’architecture racinaire (Berta et al.,
1993 ; 2005 ; Gamalero et al., 2002 ; 2004) et I’augmentation de la conductivité de I’eau (Augg,
2004). Ruiz-Lozano et Aroca (2010) ont lié¢ ce dernier effet a la régulation des aquaporines de la
plante hote. En effet, Ouziad et al., (2006) ont observé une réduction des aquaporines racinaires
chez les plants de tomate pré-inoculés avec une mixture de Glomus geosporum et G.
intraradices, suggérant que les CMA ont un impact majeur sur la distribution de I’eau dans la
plante hote et la facilitation de son transfert a partir des racines jusqu’aux feuilles. Chez le
haricot, Aroca et al., (2007) ont observé une amélioration du flux hydrique a travers les racines
des plants mycorhizés et ont rapporté que cet effet est ainsi corrélé avec 1’amélioration de
I’expression de trois aquaporines. Les résultats de plusieurs auteurs suggerent que chaque gene
codant des aquaporines répond différemment a la colonisation MA suivant le stress imposé
(Ouziad et al., 2006 ; Aroca et al., 2007 ; Jahromi et al., 2008). Cette différence peut résulter de
la variété de la plante hote, de ’espéce fongique testée, le mode d’application du stress et la
complexité de ’expression des différents membres de la grande famille des aquaporines (Sarda

et al., 1999).
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L’inoculation a induit une accumulation de la proline sous stress salin. Cette accumulation est
rapportée chez diverses plantes inoculées avec les rhizobia (Ashraf et Bashir, 2003 ; Khadri et
al., 2006 ; Zhao et al., 2009), avec les CMA (Jindal et al., 1993 ; Sharifi et al., 2007 ; Talaat et
Shawky, 2011) et avec la combinaison des rhizobia et des CMA (Goicoechea et al., 1998 ;
Hatimi et al., 1999 ; Soliman et al., 2012). Dans le cas de la symbiose rhizobienne, cette
accumulation est due selon Bianco et Defez (2009) a la production de la phytohormone AIA par
le microsymbiote rhizobien. Girousse et al., (1996) ont émis I’hypothése que la proline
synthétisée dans les nodosités est transloquée vers les feuilles ou elle est distribuée via le
phloéme aux jeunes organes en développement. Par contre, dans le cas de la symbiose
mycorhizienne, plusieurs travaux ont montré que durant le stress salin les plantes non inoculées
accumulent des teneurs en proline supérieures a celles des plantes mycorhizées (Wang et al.,
2004 ; Rabie et Almadini, 2005 ; Jahromi et al., 2008 ; Sheng et al., 2011). Ces résultats
suggerent que I’accumulation de la proline est due a la salinité et non pas nécessairement a la
symbiose MA. Ruiz-Lozano et al., (2011) ont rapporté que I’accumulation de la proline est
supérieure dans les racines des plants de laitue mycorhizés que celle du témoin non inoculés,
suggérant que cette accumulation permet de faire face au faible potentiel hydrique des sols
stressants et de maintenir un gradient de potentiel hydrique favorable a I'entrée de l'eau dans les

racines (Porcel et Ruiz-Lozano, 2004).

L’inoculation a induit une accumulation de sucres solubles mais seulement avec la souche S4 et
les combinaisons S4-AT et S4-SST chez A. saligna et les combinaisons ORS1410-LT et
ORS1410-3S chez L. creticus. Chez A. saligna, Soliman et al., (2012) ont noté une augmentation
des teneurs en glucides chez les plants inoculés avec une souche rhizobienne ou mycorhizienne,
cette augmentation est plus élevée chez les plants inoculés avec les deux microsymbiotes. Cette

augmentation est notée également chez A. arabica par Datta et Kulkarni (2014).

Par ailleurs, durant le stress salin, la translocation des produits de la photosynthése vers le nodule

est limitée ce qui provoque une accumulation des sucres solubles principalement foliaire (Soussi

et al., 1998).

L’augmentation de I’accumulation des sucres solubles chez les plantes mycorhizées est
considérée comme un mécanisme de défense contre le stress salin (Thomson et al., 1990 ; Talaat
et Shawky, 2011 ; Sheng et al., 2011). Cette augmentation est probablement due a ’hydrolyse de
I’amidon en sucres chez les plantes mycorhizées et indirectement a I’amélioration de la nutrition
et du taux photosynthétique de la plante hote ou bien résulte de la demande du carbone par les
CMA (Nemec, 1981 ; Finlay et Soderstrom, 1992 ; Swaefy et al., 2007 ; Marulanda et al., 2009 ;

Ruiz-Lozano ef al., 2012). En revanche, d’autres auteurs signalent une corrélation négative entre
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I’accumulation des sucres et la colonisation MA (Pearson et Schweiger, 1993 ; Sharifi et al.,
2007). En effet, pour leur développement et pour améliorer I’architecture racinaire de la plante
hote, les symbiotes mycorhiziens dépendent absolument du carbone fourni par la plante hote

(environ 20% du carbone) (Marschnner et Dell, 1994 ; Parniske, 2008 ; Zou et Wu, 2011).

L’inoculation (particuliérement la double inoculation) a induit ainsi une augmentation des
teneurs en chlorophylle totale chez les plants d’A4. saligna et de L. creticus. Cette augmentation
est rapportée également par Soliman ef al., (2012) chez A. saligna inoculée avec une souche de
rhizobium et/ou un mixte de CMA. Cet effet positif de I’inoculation est observé aussi chez Zea
mays (Feng et al., 2002), Capsicum annuum (Kaya et al., 2009), Solanum lycoperiscum
(Hajiboland et al., 2010) et Acacia arabica (Datta et Kulkarni, 2014). Ces derniers auteurs ont
rapporté que l’inoculation réduit DI’effet négatif de la salinité sur la biosynthése de la
chlorophylle. Elle améliore la nutrition azotée et aide a réduire I’effet antagoniste du NaCl sur
I’absorption de I’azote, le composant essentiel de la chlorophylle (Grattan et Grieve, 1994 ; Kaya
et al., 2009). D’aprés Aliasgharzad et al., (2006), les symbioses rhizobienne et mycorhizienne
permettent également une augmentation des teneurs en potassium et en azote. Ces derniers
jouent un rdle important dans le comportement des stomates en condition de stress abiotique en
atténuant I’effet toxique des ions Na' et CI', améliorant ainsi la photosynthése. D’un autre coté,
I’inoculation est impliquée également dans 1’amplification de la production des enzymes
antioxydantes (Manchada et Garg, 2008 ; Zahran, 2010) et dans la réduction des effets néfastes
des radicaux libres (Bianco et Diefez, 2004 ; Tejera et al., 2006 ; Fernandez-Pascual et al.,
2007 ; Khushi ef al., 2008 ; Naz et al, 2009). Cependant, Sheng et al., (2008) ont suggéré que
I’effet de la symbiose MA sur la capacité photosynthétique du mais est due a I’amélioration du
statut hydrique et de la concentration des chlorophylle par les CMA. Hajiboland et al., (2010)
ont montré que la symbiose MA améliore le contenu en chlorophylle en augmentant la
conductance stomatique et en protégeant le processus biochimique du PSII contre la salinité.

Cette protection est notée seulement en condition de stress salin.

3.3.3. Comparaison de I’effet de différentes inoculations sur la réponse des plants

d’Acacia saligna et de Lotus creticus au stress salin

Les résultats obtenus montrent que 1’inoculation a amélioré le développement et la tolérance des
plants d’A. saligna et de L. creticus. Les réponses mises en jeu different d’un type d’inoculation
a ’autre, par exemple, chez A. saligna la simple inoculation MA n’a amélioré que le poids sec et
la teneur en chlorophylle totale, alors que le mixte de CMA a induit une augmentation de tout les

parametres analysés a I’exception des sucres solubles.
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Les isolats AT6, LB2, LB3, SST5 et 3S6 n’ont pas amélioré le développement des plantes
d’intéréts. Plusieurs auteurs ont signalé I’inefficacité d’un seul CMA en conditions normale et de
stress (Keunho et al., 2005 ; Jeong et al., 2006). En effet, les microorganismes du sol influent sur
la formation et le fonctionnement de la symbiose MA (Azcon-Aguilar et Barea, 1992 ; Barea et
al., 1997). Les bactéries ayant un effet stimulant jouent un role sur la croissance du mycélium
des CMA (Garbaye, 1994 ; Barea et al., 1997 ; Frey-Klett et al., 1997). Le phosphate solubilisé
microbiologiquement peut étre exploité par le mycélium de CMA, ce qui développe une
interaction microbienne synergétique (Barea et al., 1997 ). Les conditions aseptiques de notre
culture, qui ¢limine I’effet assistant des microorganismes de sols, peuvent étre une cause de cette
inefficacité. Hu et al., (2010) ont rapporté que I’'inoculum riche en CMA diversifiés est
¢cologiquement plus bénéfique. Cependant, le mixte de CMA du SST a généralement un effet
négatif sur le développement d’A. saligna et de L. creticus. Récemment, la symbiose MA est
considérée comme un continuum mutualisme parasitisme basé sur les variations des échanges de
C/P entre les deux symbiotes (Sensoy et al., 2007). Ces CMA sont considérés comme des
parasites en utilisant une voie symbiotique trés évoluée pour coloniser les racines des plantes

hotes et bénéficier du carbone sans leur offrir aucun avantage nutritionnel (Kiers et van der

Heijden, 2006).

Il est rapporté que le mixte de CMA est plus efficace que I’inoculation avec une seule espéce
dans 1’amélioration de la tolérance des plantes au stress salin mais la relation interspécifique
entre les CMA n’est pas bien comprise (Jeong et al., 2006). Durant le stress salin, Giri et al.,
(2003) ont rapporté¢ que la croissance d’Acacia auriculiformis varie suivant le microsymbiote
fongique utilisé et que I’inoculation avec un mixte de CMA améliore nettement la biomasse, le
taux de colonisation MA, la concentration en K', le niveau de PO,* et le contenu en
chlorophylle. Datta et Kulkarni (2014) ont montré que Glomus mosseae et G. fasciculatum ont
réduit I’effet néfaste du sel et ont amélioré la croissance d’Acacia arabica notamment lorsque les
deux CMA sont associés et ceci par ’amélioration du taux de colonisation racinaire. La diversité
des CMA augmente la productivité des plantes par une meilleure exploitation efficiente du

phosphore du sol et une meilleure utilisation des ressources (van der Heijden ef al., 1998).

Cette amélioration est plus élevée lorsque les CMA sont inoculés simultanément avec les
rhizobia. Ces résultats sont confirmés par les travaux de Soliman ef al., (2012) qui ont montré
que la double inoculation rhizobium-CMA a permis a A. saligna de maintenir son ajustement
osmotique, exprimé par une amélioration de la croissance, la nodulation, la nutrition minérale, le
contenu en chlorophylle, la proline et par une réduction du sodium, grice a I’interaction
synergique entre les rhizobia et les CMA. Hatimi ef al., (1999) ont souligné le role de la souche

Bradyrhizobium sp dans la tolérance d’A. saligna au sel en améliorant sa croissance et sa
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nutrition. Cependant, une double inoculation avec cette souche et un mixte de CMA a induit un
effet positif supplémentaire augmentant ainsi la tolérance d’A4. saligna a la salinité. En effet,
I’amélioration de la nutrition phosphatée des plantes par les CMA favorise le fonctionnement de
la nitrogénase des rhizobia, augmente la fixation d’azote et par conséquence le développement
des plantes et des CMA est amélioré (Johanson et al., 2004). Les CMA n’affectent pas seulement
le développement et le nombre de nodules mais peuvent aussi modifier la structure des
bactéroides dans le nodule. De plus, il est admit que la symbiose MA peut atténuer I’effet négatif
de la salinité et de la sécheresse sur la nodulation et la fixation d’azote (Ruiz-Lozano et al.,

2001 ; Rabie et Almadini, 2005).

Une différence est notée entre I’effet des combinaisons S4-CMA des sites salins (3S et SST) et
S4-CMA isolés de la rhizosphere d’A. saligna (AT) sur les teneurs en sucres solubles. La
combinaison S4-AT a induit une diminution des sucres solubles, alors que I’inverse est obtenu
par la combinaison S4-3S et SST. Les plants inoculés avec la combinaison S4-CMA AT
présentent les meilleurs taux de croissance et de nombre de nodule. Ceci est exprimé par le taux
d’efficience symbiotique qui est plus élevé chez les plantes co-inoculées avec cette combinaison.
En revanche c’est la combinaison S4-CMA SST qui présentent les meilleurs parameétres
biochimiques (proline, sucres solubles, chlorophylle totale). En inoculation mixte, c’est le mixte
de CMA AT qui présente la meilleure biomasse séche et teneur en proline exprimé par le taux

d’efficience symbiotique plus élevé.

Chez L. creticus cette différence est notée entre les CMA provenant de la rhizosphere de cette
plante et ceux des sols salins. Par rapport a ces derniers, les CMA LT et LB ont induit une
amélioration plus ¢élevée de la croissance et de tous les paramétres étudi€s, Cependant, une
différence est notée entre ces deux combinaisons ; la croissance et la teneur en proline sont plus
¢levées dans le cas de I’inoculation double ORS1410-LB alors que la teneur relative en eau, les
teneurs en sucres solubles et en chlorophylle totale sont améliorées par la combinaison
ORS1410-LT. Ceci suggere que les CMA présentent une divergence dans 1’efficacité et le
mécanisme impliqué dans la tolérance des plantes au stress salin. Plusieurs auteurs ont observé
que les CMA divergent fonctionnellement, différentes espéces ou isolats présentent une
hétérogénéité de performance dans la croissance des hyphes, 1’absorption fongique du P, le
transport symbiotique du P et la colonisation MA racinaire (Allen et al., 1995 ; Smith et al.,
2003 ; Munkvold et al., 2004 ; Jeong et al., 2006). En effet, Smith et al., (2000) ont trouvé que
les CMA Scutellospora calospora et Glomus caledonium ont différentes stratégies pour vivre en
symbiose avec leur plante hote. Copeman et al., (1996) ont conclue que la population de CMA
isolée d’un sol non salin a induit une augmentation de la croissance des parties aériennes de la

tomate et de la séquestration des ions CI” dans les feuilles tandis que celle isolée du sol salin a
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induit une diminution de la croissance, particulierement les racines, et a induit une diminution de
la séquestration des ions CI” dans les feuilles. Il en est de méme pour le coton (Tian et al.,
2004) ; inoculé¢ avec Glomus mosseae isolé du sol non salin, il présente une biomasse et des
concentrations plus élevées en phosphore et moins élevées en Na” et Cl” que le coton inoculé
avec la méme espece isolé du sol salin, déduisant que le mécanisme impliqué par les CMA dans
la protection des plantes contre I’effet négatif de la salinité peut différer suivant leur capacité

d’influer sur I’absorption des ions Na" et CI.
3.4. Conclusion partielle

Le stress salin a affecté négativement le développement des plants d’A. saligna et de L. creticus.
Il a induit une réduction du poids sec du contenu en chlorophylle totale. Les teneurs en proline et
en sucres solubles sont augmentées, la teneur relative en eau chez L. creticus est diminuée alors
qu’elle est augmentée dans le cas d’A. saligna. Cette augmentation de la teneur relative en eau,
qui traduit une succulence, caractéristique des halophytes, confirme la tolérance d’4. saligna au

stress salin.

Globalement, I’inoculation d’A4. saligna et de L. creticus a permis de freiner les effets néfaste de
la salinité. Les plantes inoculées ont présenté une croissance améliorée, une augmentation du
contenu en chlorophylle qui refléte une amélioration de la photosynthése, une augmentation des
teneurs en proline et en sucres solubles qui peuvent agir comme osmoprotectant et une
augmentation de la teneur relative en eau (particulicrement chez L. creticus) confirmant I’effet

positif des CMA dans I’amélioration de la nutrition et du statut hydrique des plantes.

Cette amélioration est plus marquée lors de la double inoculation avec le mixte de CMA et la
souche de rhizobium, soulignant la relation synergétique et bénéfique entre ces deux
microsymbiotes. Cependant, I’effet neutre ou négatif de 1’inoculation simple MA par rapport au

mixte de CMA indique que I’inoculum riche en CMA diversifiés est plus bénéfique.

Une différence est notée entre les effets des CMA des sites salins et de ceux isolés de la
rhizosphére d’A. saligna et de L. creticus provenant des sols dunaires, indiquant que les CMA
présentent une divergence dans leur mécanisme impliqué dans la tolérance des plantes au stress
salin et que leur efficacité n’est pas liée a leur adaptation au sel ni a la plante hote dans le cas

d’A. saligna alors qu’elle est liée a la plante hote dans le cas de L. creticus.
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Les différents travaux réalisés dans cette thése ont permis d’atteindre les objectifs fixés. Le statut
mycorhizien de deux sites salins et du sol rhizospherique des plantes d’intéréts est étudié. Pour
cela, cing sites d’étude ont été ciblés dans la région d’Ain Témouchent et de Saida ; AT : Acacia
saligna a Terga, LT : Lotus creticus a Terga, LB : L. cretcius a Ouled Boudjemaa, 3S:
Arthrocnemum macrostachyum a Saida, SST : A. macrostachyum a Terga. Cette étude nous a
permis de comprendre le comportement, la répartition et la diversité des CMA dans ces sols et en

association avec les especes végétales d’intéréts.

L’analyse du statut MA a montré I’omniprésence des CMA dans les sites dunaires (AT, LT, LB)
et salins (3S, SST), malgré leurs conditions stressantes, témoignant d'une activité
microbiologique non négligeable. Cette analyse a décelé¢ une différence significative entre les
sites salins et les sites dunaires. Ces derniers, contrairement aux sols salins, abritent un nombre
réduit de propagules MA mais des racines fortement mycorhizées suggérant que la salinité
affecte négativement la germination des spores et la colonisation racinaire des plantes hotes,

provoquant ainsi I’accumulation des spores dans le sol.

Sur la base des caractéres morphologiques des spores, une diversité de Glomales a été mise en
¢vidence dans les différents sites d’étude. Cette diversité est plus importante dans les sols
dunaires que dans les sols salins. Les valeurs de I’indice de diversit¢ de Shannon et Weiner et de
I’équitabilité de Pi¢lou ont indiqué que les conditions des sols dunaires sont favorables a toutes
les espéces MA, leur offrant les mémes chances de survie et favorisent une distribution équitable
des especes. Par contre, dans les sites salins, il existe une disproportionnalité au niveau de la
répartition des espéces, certaines especes présentent de grands effectifs d’individus au détriment

des autres.

Sur cette base, une collection de 45 morphotypes natifs des sols salins et de la rhizosphére d’A.
saligna et de L. creticus est également constituée. La présence, la dominance et 1’absence des
différents morphotypes varient d’un site ou d’une région a I’autre. Ainsi, il a été constaté que les
conditions édaphiques et pédologiques affectent le comportement, la diversité et la distribution

des CMA.

Pour confirmer les résultats de la diversité des CMA, I’orientation de ce travail vers une étude

moléculaire permettra d’identifier les différents morphotypes.

Un inoculum mycorhizien natif des sols salins et de la rhizosphére des plantes d’intéréts a été

préparé pour I’inoculation d’A. saligna et de L. creticus, les 45 morphotypes ont été cultivés,
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multipliés puis sélectionnés en se basant sur leur performance en condition de stress salin et

hydrique.

Une culture monosporale d’une spore représentative de chaque morphotype a été réalisée en
association avec le mais. Apres les deux mois de culture, les différents morphotypes isolés ont pu
germer, coloniser faiblement le mais et sporuler pour un nombre trés faible de morphotypes. La
meilleure colonisation a été obtenue par les morphotypes isolés des sols dunaires,
particulierement de la rhizosphére d’A. saligna. Cette étape nous a permis de produire des
inocula de 42 morphotypes sous différentes formes (sols contenant de propagules MA, spores

MA, racines mycorhizées) issus de différentes régions, sols, sites et d’especes végétales.

Afin de sélectionner de chaque site un isolat performant en condition de stress, la performance
des 42 morphotypes a été testée en condition de stress salin et hydrique. Ce test a permis de
classer les différents isolats, selon leur effet sur la croissance du sorgho, en trois groupes : les
isolats qui améliorent la croissance des plantes, les isolats dont malgré leur présence, le poids sec
des plantes est réduit et les isolats qui n’ont aucun effet sur ce paramétre. Les résultats obtenus
ont montré également que tous les isolats du second proviennent des sols salins et que les isolats
des sites dunaires LT (L. creticus a Terga) et AT6 sont les plus performants en condition de

stress salin et hydrique.

De chaque sol, un isolat a été sélectionné pour son utilisation ultérieure dans 1’inoculation des
plants d’A. saligna et de L. creticus. Ces isolats sont AT6, LT3, LB2, SST5 et 3S6 isolés
respectivement des sites AT, LT, LB, SST et 3S.

Pour étudier le réle des symbioses mycorhizienne et rhizobienne dans la tolérance des plants d’4.
saligna et de L. creticus, ’effet des inoculations simple mycorhizienne, simple rhizobienne,
mixte mycorhizienne et double mycorhizienne et rhizobienne est évalué¢. Chaque inoculation
mycorhizienne a compris des inocula provenant des sites salins ou de la rhizosphére de la plante

d’intérét.

Une premicre comparaison entre le témoin stressé et le témoin non stressé a montré que le stress
salin a affecté négativement le développement d’A. saligna et de L. creticus. 1l a induit une
réduction du poids sec et du contenu en chlorophylle totale. Simultanément, il a induit une
augmentation des teneurs en proline et en sucres solubles. Il a induit également une diminution
de la teneur relative en eau chez de L. creticus et une augmentation de ce parametre chez A.
saligna. Cette augmentation, qui est une caractéristique des halophytes, confirme la tolérance

d’A. saligna au stress salin.
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L’effet bénéfique de I’inoculation sous stress salin est observé entre les plantes inoculées
stressées et le témoin non inoculé stressé. Elle a amélioré la croissance des plantes, les teneurs en
chlorophylle qui reflétent une amélioration de la photosynthése, les teneurs en proline et en
sucres solubles qui sont considérés comme osmoprotectant et la teneur relative en eau
(particulierement chez les plants de L. creticus) confirmant I’effet positif des CMA dans

I’amélioration de la nutrition et du statut hydrique des plantes.

Cette amélioration a été plus marquée dans le cas de I’inoculation double (mycorhizienne et
rhizobienne) soulignant la relation synergétique et bénéfique entre ces deux microsymbiotes.
Cependant, I’effet neutre ou négatif de I’inoculation simple MA par rapport au mixte de CMA a

indiqué que I’inoculum riche en CMA diversifiés est plus bénéfique.

Une différence est décelée entre I’effet des CMA provenant des sites salins et celui des CMA
provenant de la rhizosphere des plantes d’intérét. Cette différence laisse suggérer que les CMA
présentent une divergence dans leur mécanisme impliqué dans la tolérance des plantes au stress
salin.

Aussi, la performance symbiotique des CMA en condition de stress salin est-elle en relation avec
leur adaptation a la salinité ou dépend-elle d’une spécificité avec sa plante hote? Les résultats
obtenus ont montré que pour Acacia saligna, ’efficacité des CMA ne semble pas étre liée a leur
adaptation au sel ni a la plante hote alors qu’elle est liée a la plante hote dans le cas de L.

creticus. Ceci laisse suggérer que cet effet varie d’une plante a I’autre.

Par ailleurs, plusieurs espeéces herbacées peuvent accompagner des essences ligneuses pour
augmenter leur croissance juvénile en améliorant I’activité microbiologique du sol. Lotus
creticus pourrait étre envisagée comme plante compagne d’Acacia saligna pour confronter le
stress salin ? Afin d’aborder cette question qui pourra compléter et enrichir ce travail, une
perspective est envisagée qui vise a ¢étudier 1’effet associatif de Lotus creticus et Acacia saligna
en présence des CMA et/ou rhizobia, utilisés au cours de cette theése, sur la tolérance des deux

especes végétales au stress salin afin de réhabiliter les sols dégradés.
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Annexe

Annexe 1 : Triangle des textures du sol

] sniicse 100 % 5 A limoneuse L]
texture 10 texture
sableuse

€quilibrée

50

60
sable L : limoneux

A argileux Ls : limono-sableux

As : argilo-sableux Lfa : limoneux fins argileux
Al : argilo-limoneux Lf : limoneux fins

La : limono-argileux Ltf : imoneux trés fins

Laf : limono-argileux fins Sl : sablo-limoneux

Las : limono-argileux sableux S : sableux

TRIANGLE DES TEXTURES
(d’apreés U.S. départernent of agriculture)

Annexe 2 : Normes internationales de la salinité (Wetz, 2001)

0-60cm <2 ds/m* 2 —4ds/m 4 — 8 ds/m 8 —16 ds/m > 16 ds/m

60—-120cm | <4 ds/m 4 — 8 ds/m 8—-16ds/m | 16 —24ds/m | > 24 ds/m

*ds/m = diciemens par métre

Annexe 3 : Normes internationales de I’azote total (kjeldahl, 1882).

Azote total % <0,05 0,05-0,1 0,1-0,15 0,15-0,25 > 0,25

Annexe 4 : Normes internationales du phosphore assimilable (Olsen, 1954)

Phosphore <10 11-31 31-51 >51
assimilable ppm




Annexe

Annexe 5 : Normes internationales de la matiére organique

Matiere <0,7 0,7-1,5 1,5-3 36 |>6
organique %
Annexe 6 : Estimation du taux de colonisation MA
[ ESTIMATION DE LA COLONISATION AMYCORHIZIENNES
Racine non
mycorhizée { L T/ I %
o 1
0% =1 =1 0% = 50% =5 0% =S

( ESTIMATION DE L'ABONDANCE ARBUSCULAIRE )

Meéant @ AQ

Cuelgques arbuscules ° AJ i
Frégquente ' © AZ -1
abondant ' AS =
AT AZ A3
Annexe 7 : Solution nutritive de Hoagland et Arnon, (1938)
Ca(NOs), 4H,O 236,15 5
KNO; 101,11 5

MgSO, 120,40 2

KH,PO4 136,10 1
CaCl, 2H,0 183,73 1
Séquestrant de fer 25,00 4
H3BO; 0,572
MnCl, - 4H,0 0,362
T 4 (o T 0, Lo 5y rF‘"'x
CaClL “2H0 ¢ |11 10,050 4] 1 R
NazMOOA —2H,0 0,025 ﬁ .-ij_.-""
~— pH6,046,5 el




Annexe

Annexe 8 : Eau gélosé¢ 1%

Eau gélosé 1% : Agar-agar...................1 g
Eau distillée.............100 ml

pH 6,8 a 7. Autoclaver pendant 20 min a 120°C.

Annexe 9 : Milieu de culture YEM (Yeast extra Mannitol) solide (Vincent, 1970)

Extrait de levure ......cccocviiniiiiiiiiiiiiiiiiiiniinnn 1g
WL NLE: ) N ) Pt 18¢g
Mannitol ....ooevveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 10g
Solution minérale de Bergensen 10 M.............. 100ml (Bergensen, 1961)

P KCI g

P FeCls 0.02g

b CaCl2, 2H,0 0.53g

b Na,HPO,, 12H,0 4.5g

¥ MgS04,7H,0 g

b H,0 distillée 1000ml
H,0 distillée......cooveiiiniiiiiiiniiiiiiiniiinncinnnnns qsp 1000ml
pH (6.9 -7)

Annexe 10 : Milieu de culture YEM liquide
Milieu YEM solide sans 1’agar-agar.
Annexe 11 : Mac Farland (15 x 10° UFC/ml) (NCCLS, 2000)

BaCl (1.175%)............... 0.5ml

HQSO4 ............................ 9.5 ml.



Annexe

Composition des standards de turbidité de McFarland

0,5 0,5 99,5 1.108
1 0,1 9,9 3.108
2 0,2 9.8 6.108
3 0,3 9,7 9.108
4 0,4 9,6 12.108
5 0,5 9,5 15.108
6 0,6 9.4 18.108
7 0,7 9,3 21.108
8 0,8 9,2 24.108

Annexe 12 : Solution nutritive de Broughton et Dilworth (1971)

1 CaCl, 2H,0 294 0.5 ml
2 KH,PO, 196 0.5 ml
MgSO, 7H,0 126 0.5ml
3 K,SOy 87
MnSO, H,0 0.338
H;BO; 0.247
ZnSO, TH,0 0.288 0.5ml
4 CuSO, 5H,0 0.100
CoSO, 7H,0 0.056
Na Mo O, 2H,0 0.048
5 Na Fe_EDTA 0.734 0.5 ml

pH (6,82 7)




Annexe

Annexe 13 : Solution nutritive de Bertrand (1997).

KH,PO, 13,609 1 ml
KCI 223,65 1 ml
CaCl2 2(H,0) 294,04 1 ml
MgS0O4 7H,O 246, 48 1 ml
K,S0, 87
MIISO4 Hzo 0.338
H;BO;
MnSO, 4H,0 65255
solution de ZnS0, 7TH,0
microéléments CuS0O4 5H,0 6,25 0.04 ml
6,25
Na Mo 02 0.625
2H,0 )
Na Fe_ EDTA 016,6 I ml
Ca(N03), 82 1 ml

Ajouter du CaCOs (19 g/l). Ajuster le pH a 7. Autoclaver pendant 20 minutes a 120°C.

Annexe 14 : Courbe étalon des sucres solubles

1,4
y=11,74x
1,2 R*=0,967
1
[}
g 08 //
= 06
a
0,4 < @ DO glucose
0,2
0 ’ f T T T 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
[C] du glucose mg/ml
0,01 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
0,031 0,079 0,41 0,71 0,97 1,21
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Annexe

Annexe 15 : Courbe étalon de la proline.

Courbe étalon de la proline

y-=14,28x .
=
°
s =
=1 @ DO proline
*®
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
[C] proline mg/ml
0,04 0,08 0,1 0,2 0,4
0,82 1,53 1,72 2,72 5,6




